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Abstract	  Roles	  of	  dopamine	  D1	  and	  D2,	  opioid	  and	  glutamate	  NMDA	  receptor	  signaling	  in	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  fat-­‐	  and	  glucose-­‐conditioned	  flavor	  preferences	  in	  rats	  and	  c-­‐Fos	  analysis	  of	  the	  dopamine	  mesotelencephalic	  and	  nigrostriatal	  pathways	  following	  intake	  of	  sugars	  and	  fats	  in	  rats.	  	  by	  Julie	  Dela	  Cruz	  	  Advisor:	  Professor	  Richard	  J.	  Bodnar,	  PhD.	  	  Systemic	  administration	  of	  the	  non-­‐competitive	  NMDA	  antagonist,	  MK-­‐801,	  demonstrated	  that	  acquisition,	  but	  not	  expression,	  were	  found	  to	  affect	  the	  orosensory-­‐mediated	  (flavor/flavor:	  f/f)	  fructose-­‐conditioned	  flavor	  preference	  (CFP).	  The	  present	  studies	  demonstrated	  a	  similar	  outcome	  when	  f/f	  and	  f/n	  processes	  were	  combined.	  Fat-­‐CFP	  and	  glucose-­‐CFP	  studies	  indicated	  that	  systemic	  injections	  of	  the	  NMDA	  antagonist,	  MK-­‐801,	  were	  able	  to	  significantly	  reduce	  acquisition,	  but	  not	  expression,	  of	  Corn-­‐Oil	  (CO)-­‐CFP	  and	  glucose-­‐CFP.	  Both	  studies	  appear	  to	  have	  mitigated	  effects	  on	  acquisition	  as	  compared	  to	  the	  separate	  orosensory	  and	  postingestive	  CFP	  studies.	  	  Previous	  studies	  found	  that	  systemic	  administration	  of	  dopamine	  (DA)	  D1	  (SCH23390)	  and	  D2	  (raclopride)	  antagonists	  blocked	  both	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  the	  orosensory-­‐mediated	  fructose-­‐CFP	  and	  sham	  sucrose-­‐CFP.	  DA	  D1,	  but	  not	  D2,	  blocked	  the	  f/n	  acquisition,	  and	  to	  a	  lesser	  degree,	  expression,	  of	  IG	  
	   v	  
sucrose-­‐CFP.	  The	  current	  study	  of	  both	  fat-­‐CFP	  and	  glucose-­‐CFP	  found	  that	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonists	  did	  attenuate	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  conditioned	  flavor	  preference	  of	  CO-­‐CFP	  and	  oral	  glucose-­‐CFP,	  but	  to	  a	  lesser	  degree.	  	  Similar	  to	  how	  a	  combined	  f/f	  and	  f/n	  solution	  is	  affected	  by	  an	  NMDA	  antagonist,	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonists	  do	  affect	  the	  combined	  f/f	  and	  f/n	  solutions	  of	  CO	  and	  glucose,	  but	  not	  to	  the	  degree	  observed	  for	  fructose-­‐CFP	  or	  IG	  glucose-­‐CFP.	  It	  is	  suspected	  that	  certain	  areas	  of	  the	  mesotelencephalic	  and	  nigrostriatal	  DA	  pathways	  affect	  CFP,	  such	  as	  the	  nucleus	  accumbens	  (NAc),	  the	  amygdala	  (AMY),	  the	  medial	  prefrontal	  cortex	  (mPFC),	  or	  the	  dorsal	  striatum	  (caudate	  and	  putamen:	  CPu).	  The	  present	  study	  examined	  the	  origin	  of	  DA	  (ventral	  tegmental	  area:	  VTA)	  and	  the	  five	  projection	  zones	  (NAc	  shell,	  NAc	  core,	  AMY,	  mPFc	  and	  CPu)	  simultaneously	  for	  fos-­‐like	  immunoreactivity	  (FLI)	  following	  oral	  ingestion	  of	  CO	  (f/f	  and	  f/n),	  glucose	  (f/f	  and	  f/n),	  fructose	  (f/f)	  and	  three	  controls	  (water,	  saccharin	  and	  xanthan	  gum).	  CO,	  which	  was	  isocaloric	  to	  fructose	  and	  glucose,	  elicited	  significantly	  higher	  FLI	  in	  the	  NAc	  core,	  the	  AMY,	  the	  mPFC,	  the	  VTA	  and	  the	  CPu	  than	  the	  controls.	  Glucose	  elicited	  significantly	  higher	  FLI	  in	  the	  AMY,	  the	  CPu	  and	  the	  NAc	  core	  than	  the	  controls.	  Fructose	  elicited	  significantly	  higher	  FLI	  in	  the	  AMY	  and	  the	  CPu	  than	  the	  controls.	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Figure	  3.1,	  pg	  53.	  (Baseline	  Study):	  Intakes	  (mean	  in	  g,	  +SEM,	  2	  h)	  of	  CS+/corn	  oil	  (co)	  and	  CS−/co	  solutions	  in	  four	  pairs	  of	  two-­‐bottle	  preference	  tests	  in	  untreated	  animals.	  Significant	  differences	  are	  denoted	  between	  CS+	  and	  CS−/co	  intake	  within	  pairs	  of	  tests.	  The	  percentages	  of	  CS+	  intake	  over	  total	  intake	  are	  denoted	  above	  each	  pair	  of	  values.	  
Figure	  3.2,	  pg.	  55.	  (Expression	  Study):	  Intakes	  (mean	  in	  g,	  +SEM,	  2	  h)	  of	  CS+/corn	  oil	  (co)	  and	  CS−/co	  solutions	  in	  two-­‐bottle	  preference	  tests	  in	  animals	  receiving	  systemic	  injections	  of	  the	  DA	  D1	  antagonist,	  SCH23390	  (Panel	  A)	  or	  the	  DA	  D2	  antagonist,	  raclopride	  (Panel	  B)	  30	  min	  prior	  to	  testing.	  Significant	  differences	  are	  denoted	  between	  CS+	  and	  CS−/co	  intake	  within	  an	  injection	  condition	  (*)	  and	  between	  CS+	  or	  CS-­‐	  intake	  following	  a	  drug	  dose	  relative	  to	  the	  corresponding	  vehicle	  treatment	  (+).	  The	  percentages	  of	  CS+	  intake	  over	  total	  intake	  are	  denoted	  above	  each	  pair	  of	  values	  with	  significant	  differences	  relative	  to	  vehicle	  treatment	  (*)	  noted.	  
Figure	  3.3,	  pg	  56.	  (Acquisition	  Training	  Paradigm):	  Training	  intakes	  (mean	  in	  g,	  +SEM,	  2	  h)	  of	  rats	  exposed	  to	  ten	  1-­‐bottle	  sessions	  of	  flavored	  corn	  oil	  solutions	  of	  3.5%	  (CS+/3.5%	  CO,	  Days	  1,	  3,	  5,	  7,	  9)	  or	  0.9%	  (CS-­‐/0.9%	  CO,	  Days	  2,	  4,	  6,	  8,	  10)	  30	  min	  following	  systemic	  injections	  of	  vehicle	  (VEH),	  the	  DA	  D1	  antagonist,	  SCH23390	  at	  doses	  of	  25	  (S25),	  50	  (S50)	  or	  200	  (S200)	  nmol/kg	  or	  the	  DA	  D2	  antagonist,	  raclopride	  at	  doses	  of	  50	  (R50)	  or	  200	  (R200)	  nmol/kg).	  A	  seventh	  group	  (LMT)	  received	  vehicle	  injections	  and	  had	  CS+/3.5%	  CO	  and	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intakes	  limited	  to	  approximate	  the	  intakes	  of	  the	  drug	  groups.	  Significant	  differences	  are	  denoted	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between	  CS+/3.5%	  CO	  and	  CS−/0.9%	  CO	  intake	  within	  an	  injection	  condition	  (*)	  and	  between	  CS+/3.5%	  CO	  or	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intake	  following	  a	  drug	  dose	  relative	  to	  VEH	  treatment	  (+).	  
Figure	  3.4,	  pg	  58.	  (Acquisition	  Study):	  Intakes	  (mean	  in	  g,	  +SEM,	  2	  h)	  of	  three	  pairs	  of	  CS+	  and	  CS−/co	  solutions	  of	  two-­‐bottle	  preference	  tests.	  During	  training,	  separate	  groups	  received	  vehicle	  (Panel	  A),	  the	  DA	  D1	  antagonist	  SCH23390	  at	  doses	  of	  25	  (Panel	  B),	  50	  (Panel	  C)	  or	  200	  (Panel	  D)	  nmol/kg	  or	  the	  DA	  D2	  antagonist,	  raclopride	  at	  doses	  of	  50	  (Panel	  E)	  or	  200	  (Panel	  F)	  nmol/kg.	  An	  additional	  group	  (Limited	  Control,	  Panel	  G)	  received	  vehicle	  injections	  with	  CO	  intake	  limited	  to	  approximate	  the	  intakes	  of	  the	  drug	  groups.	  Significant	  differences	  (*)	  are	  denoted	  between	  CS+	  and	  CS−/co	  intake	  within	  each	  test	  and	  each	  group.	  
Figure	  4.1,	  pg	  72.	  (Expression	  Study):	  Intakes	  (mean	  in	  g/2	  h	  +SEM,	  2	  h)	  of	  CS+	  and	  CS−	  solutions	  in	  two-­‐bottle	  preference	  tests	  in	  animals	  receiving	  systemic	  injections	  of	  the	  opioid	  antagonist,	  naltrexone	  30	  min	  prior	  to	  testing.	  Significant	  differences	  are	  denoted	  between	  CS+	  and	  CS−	  intake	  within	  an	  injection	  condition	  (*)	  and	  between	  CS+	  intake	  following	  a	  drug	  dose	  relative	  to	  vehicle	  treatment	  (+).	  The	  percentages	  of	  CS+	  intake	  over	  total	  intake	  are	  denoted	  above	  each	  pair	  of	  values	  with	  significant	  differences	  relative	  to	  vehicle	  treatment	  (*)	  noted.	  
Figure	  4.2,	  pg	  74.	  (Acquisition	  Study):	  Training	  intakes	  (mean	  in	  g/2	  h	  +SEM)	  of	  rats	  exposed	  to	  ten	  1-­‐bottle	  sessions	  of	  flavored	  3.5%	  corn	  oil	  solutions	  (CS+/3.5%	  CO,	  Days	  1,	  3,	  5,	  7,	  9)	  or	  0.9%	  corn	  oil	  solutions	  (CS-­‐/0.9%	  CO,	  Days	  2,	  4,	  6,	  8,	  10)	  30	  min	  following	  systemic	  injections	  of	  vehicle	  (Veh),	  the	  opioid	  antagonist,	  naltrexone	  at	  doses	  of	  0.1	  (N0.1),	  0.5	  (N0.5)	  or	  1	  (N1)	  mg/kg.	  A	  fifth	  group	  (Limited)	  received	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vehicle	  injections	  and	  had	  CS+/3.5%	  CO	  and	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intakes	  limited	  to	  approximate	  the	  intakes	  of	  the	  drug	  groups.	  Significant	  differences	  are	  denoted	  between	  CS+/3.5%	  CO	  or	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intake	  following	  a	  drug	  dose	  relative	  to	  VEH	  (+)	  or	  LTD	  (#)	  treatment	  (Panel	  A).	  Intakes	  (mean	  in	  g/2	  h	  +SEM)	  of	  CS+	  and	  CS−	  in	  three	  two-­‐bottle	  preference	  tests	  in	  the	  VEH	  (Panel	  B),	  NTX0.1	  (Panel	  C),	  NTX0.5	  (Panel	  D),	  NTX1	  (Panel	  E)	  and	  Limited	  VEH	  (Panel	  F)	  groups.	  Significant	  differences	  (*)	  are	  denoted	  between	  CS+	  and	  CS−intake	  within	  each	  test	  and	  each	  group,	  and	  between	  CS+	  or	  CS-­‐	  intakes	  following	  a	  particular	  drug	  group	  relative	  to	  VEH	  (+)	  or	  Limited	  VEH	  (#)	  conditions.	  
Figure	  4.3,	  pg	  75.	  (Expression	  Study):	  Intakes	  (mean	  in	  g/2	  h	  +SEM)	  of	  CS+	  and	  CS−	  solutions	  in	  two-­‐bottle	  preference	  tests	  in	  animals	  receiving	  systemic	  injections	  of	  the	  NMDA	  antagonist,	  MK-­‐801	  30	  min	  prior	  to	  testing.	  Significant	  differences	  are	  denoted	  between	  CS+	  and	  CS−	  intake	  within	  an	  injection	  condition	  (*)	  and	  between	  CS+	  intake	  following	  a	  drug	  dose	  relative	  to	  vehicle	  treatment	  (+).	  The	  percentages	  of	  CS+	  intake	  over	  total	  intake	  are	  denoted	  above	  each	  pair	  of	  values	  with	  significant	  differences	  relative	  to	  vehicle	  treatment	  (*)	  noted.	  
Figure	  4.4,	  pg	  77.	  (Acquisition	  Study):	  Training	  intakes	  (mean	  in	  g/2	  h	  +SEM)	  of	  rats	  exposed	  to	  ten	  1-­‐bottle	  sessions	  of	  flavored	  3.5%	  corn	  oil	  solutions	  (CS+/3.5%	  CO)	  or	  0.9%	  corn	  oil	  solutions(CS-­‐/0.9%	  CO)	  30	  min	  following	  systemic	  injections	  of	  vehicle	  (VEH)	  or	  the	  NMDA	  antagonist,	  MK-­‐801	  (100	  ug/kg).	  A	  third	  group	  (Limited)	  received	  vehicle	  injections	  and	  had	  CS+/3.5%	  CO	  and	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intakes	  limited	  to	  approximate	  the	  intakes	  of	  the	  drug	  groups.	  Significant	  differences	  are	  denoted	  between	  CS+/3.5%	  CO	  or	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intake	  following	  a	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drug	  dose	  relative	  to	  VEH	  (+)	  or	  Limited	  (#)	  treatment	  (Panel	  A).	  Intakes	  (mean	  in	  g/2	  h	  +SEM,	  2	  h)	  of	  CS+	  and	  CS−	  in	  three	  two-­‐bottle	  preference	  tests	  in	  the	  VEH	  (Panel	  B),	  MK-­‐801	  (Panel	  C)	  and	  Limited	  Vehicle	  (Panel	  D)	  groups.	  Significant	  differences	  (*)	  are	  denoted	  between	  CS+	  and	  CS−intake	  within	  each	  test	  and	  each	  group,	  and	  between	  CS+	  or	  CS-­‐	  intakes	  following	  a	  particular	  drug	  group	  relative	  to	  VEH	  (+)	  or	  Limited	  VEH	  (#)	  conditions.	  
Figure	  5.1,	  pg	  88.	  (Oral	  Glucose	  Expression	  Study):	  Intakes	  (mean,	  ±S.E.M.,	  2	  h)of	  CS+/glucose	  (g)	  and	  CS−/g	  solutions	  in	  2-­‐bottle	  preference	  tests	  in	  animals	  receiving	  systemic	  injections	  of	  the	  DA	  D1	  antagonist,	  SCH23390	  (Panel	  A),	  the	  DA	  D2	  antagonist,	  raclopride	  (Panel	  B)	  or	  the	  non-­‐competitive	  NMDA	  antagonist,	  MK-­‐801	  30	  min	  prior	  to	  testing.	  Significant	  differences	  are	  denoted	  between	  CS+/g	  and	  CS−/g	  intake	  within	  an	  injection	  condition	  (*)	  and	  between	  CS+/g	  or	  CS-­‐/g	  intake	  following	  a	  drug	  dose	  relative	  to	  the	  corresponding	  vehicle	  treatment	  (+).	  The	  percentages	  of	  CS+/g	  intake	  over	  total	  intake	  are	  denoted	  above	  each	  pair	  of	  values	  with	  significant	  differences	  relative	  to	  vehicle	  treatment	  (+)	  noted.	  
Figure	  5.2,	  pg	  91.	  (Oral	  Glucose	  Acquisition	  Study):	  Panel	  A:	  Training	  intakes	  (mean,	  +S.E.M.,	  2	  h)	  of	  rats	  exposed	  to	  ten	  1-­‐bottle	  sessions	  of	  flavored	  glucose	  solutions	  of	  8%	  (CS+/8%G,	  Days	  1,	  3,	  5,	  7,	  9)	  or	  2%	  (CS-­‐/2%G,	  Days	  2,	  4,	  6,	  8,	  10)	  30	  min	  following	  systemic	  injections	  of	  vehicle	  (Veh),	  the	  DA	  D1	  antagonist,	  SCH23390	  at	  doses	  of	  50	  (SCH	  50),	  200	  (SCH	  200)	  or	  400	  (SCH	  400)	  nmol/kg,	  the	  DA	  D2	  antagonist,	  raclopride	  at	  doses	  of	  50	  (RAC	  50),	  200	  (RAC	  200)	  or	  400	  (RAC	  400)	  nmol/kg,	  or	  the	  non-­‐competitive	  NMDA	  antagonist,	  MK-­‐801	  at	  a	  dose	  of	  100	  ug/kg	  (MK	  100).	  Significant	  differences	  are	  denoted	  between	  CS+/8%G	  and	  CS−/2%G	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intake	  within	  an	  injection	  condition	  (*)	  and	  between	  CS+/8%G	  or	  CS-­‐/2%G	  intake	  following	  a	  drug	  dose	  relative	  to	  Veh	  treatment	  (+).Panels	  B-­‐I:	  Intakes	  (mean,	  ±S.E.M.,2	  h)	  of	  three	  pairs	  of	  CS+/g	  and	  CS−/g	  solutions	  of	  2-­‐bottle	  preference	  tests.	  During	  training,	  separate	  groups	  received	  vehicle	  (Panel	  B),	  the	  DA	  D1	  antagonist	  SCH23390	  at	  doses	  of	  50	  (Panel	  C),	  200	  (Panel	  D)	  or	  400	  (Panel	  E)	  nmol/kg,	  the	  DA	  D2	  antagonist,	  raclopride	  at	  doses	  of	  50	  (Panel	  F),	  200	  (Panel	  G)	  or	  400	  (Panel	  H)	  nmol/kg	  or	  the	  non-­‐competitive	  NMDA	  antagonist,	  MK-­‐801	  at	  a	  dose	  of	  100	  ug/kg	  (Panel	  I).	  Significant	  differences	  (*)	  are	  denoted	  between	  CS+/g	  and	  CS−/g	  intake	  within	  each	  test	  and	  each	  group	  as	  well	  as	  the	  percentage	  of	  CS+/g	  intake	  over	  total	  intake	  relative	  to	  the	  corresponding	  vehicle	  Test	  Pair	  1	  (+)	  or	  the	  corresponding	  CS+/g	  vehicle	  Test	  Pair	  value	  (+).	  
Figure	  6.1,	  pg	  114.	  Alterations	  in	  c-­‐fos	  activation	  (mean	  +SEM)	  of	  the	  medial	  prefrontal	  cortex	  (mPFC,	  Panel	  A),	  dorsal	  striatum	  (C/P,	  Panel	  B),	  amygdala	  (AMY,	  Panel	  C),	  nucleus	  accumbens	  (NAc)	  core	  (Panel	  D)	  and	  shell	  (Panel	  E)	  and	  ventral	  tegmental	  area	  (VTA,	  Panel	  E)	  following	  consumption	  of	  water,	  saccharin	  (0.2%),	  xanthan	  gum	  (control	  for	  corn	  oil),	  glucose	  (8%),	  fructose	  (8%)	  or	  corn	  oil	  (3.5%).	  
Figure	  6.2,	  pg	  115.	  C-­‐fos	  activation	  observed	  in	  representative	  mPFC	  sections	  of	  animals	  exposed	  to	  corn	  oil	  (Panels	  A	  (4-­‐fold)	  and	  C	  (10-­‐fold))	  and	  to	  water	  (Panels	  B	  (4-­‐fold)	  and	  D	  (10-­‐fold)).	  Arrows	  are	  indications	  of	  representative	  c-­‐fos	  positive	  cells.	  	  All	  scale	  bars	  are	  100	  microns.	  
Figure	  6.3,	  pg	  117.	  C-­‐fos	  activation	  observed	  in	  representative	  CPu	  sections	  of	  animals	  exposed	  to	  corn	  oil	  (Panels	  A	  (4-­‐fold)	  and	  E	  (10-­‐fold)),	  to	  glucose	  (Panels	  B	  (4-­‐fold)	  and	  F	  (10-­‐fold)),to	  fructose	  (Panels	  C	  (4-­‐fold)	  and	  G	  (10-­‐fold))	  and	  to	  water	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(Panels	  D	  (4-­‐fold)	  and	  H	  (10-­‐fold)).	  Arrows	  are	  indications	  of	  representative	  c-­‐fos	  positive	  cells.	  All	  scale	  bars	  are	  100	  microns.	  	  	  
Figure	  6.4,	  pg	  119.	  C-­‐fos	  activation	  observed	  in	  representative	  (4-­‐fold	  magnification)	  AMY	  sections	  of	  animals	  exposed	  to	  corn	  oil	  (Panel	  A),	  glucose	  (Panel	  B),	  fructose	  (Panel	  C)	  and	  water	  (Panel	  D),	  and	  in	  higher	  magnification	  (10-­‐fold)	  for	  corn	  oil	  (Panel	  E),	  glucose	  (Panel	  G),	  fructose	  (Panel	  G)	  and	  water	  (Panel	  H).	  	  Arrows	  are	  indications	  of	  representative	  c-­‐fos	  positive	  cells.	  	  All	  scale	  bars	  are	  100	  microns.	  
Figure	  6.5,	  pg	  120.	  C-­‐fos	  activation	  observed	  in	  representative	  NAc	  sections	  of	  animals	  exposed	  to	  corn	  oil	  (Panels	  A	  (4-­‐fold)	  and	  D	  (10-­‐fold)),	  to	  glucose	  (Panels	  B	  (4-­‐fold)	  and	  E	  (10-­‐fold))	  and	  to	  water	  (Panels	  C	  (4-­‐fold)	  and	  F	  (10-­‐fold)).	  Arrows	  are	  indications	  of	  representative	  c-­‐fos	  positive	  cells.	  	  All	  scale	  bars	  are	  100	  microns.	  
Figure	  6.6,	  pg	  122.	  	  C-­‐fos	  activation	  observed	  in	  representative	  TH-­‐positive	  VTA	  sections	  of	  animals	  exposed	  to	  corn	  oil	  (Panels	  A	  (4-­‐fold)	  and	  C	  (10-­‐fold))	  and	  to	  water	  (Panels	  B	  (4-­‐fold)	  and	  D	  (10-­‐fold)).	  Blue	  arrows	  indicate	  representative	  double-­‐labeled	  TH/c-­‐fos	  positive	  cells,	  while	  red	  arrows	  indicate	  c-­‐fos	  only	  cells.	  All	  scale	  bars	  are	  100	  microns.	  	  
	   	  
	  xvii	  
Glossary	  of	  Abbreviations	  
	  AMPA	   α-­‐Amino-­‐3-­‐hydroxy-­‐5-­‐methyl-­‐4-­‐isoxazolepropionic	  acid	  AMY	   Amygdala	  
	  ANOVA	   Analysis	  of	  Variance	  BLA	   Basolateral	  Amygdala	  CeA	   Central	  Amygdala	  CFP	   Conditioned	  Flavor	  Preference	  CO	   Corn-­‐oil	  
	  CPu	   Caudate/Putamen	  (Striatum)	  CS-­‐	   Negative	  Conditioned	  Stimulus	  CS+	   Positive	  Conditioned	  Stimulus	  D1	   Dopamine	  D1	  receptor	  D2	   Dopamine	  D2	  receptor	  DA	   Dopamine	  
	  DAB	   3,3′-­‐diaminobenzidine	  tetrahydrochloride	  F/F	   Flavor-­‐Flavor	  F/N	   Flavor-­‐nutrient	  FLI	   Fos-­‐Like	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  NMDA	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  NST	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  SNc	   SN,	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  TH	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  Tegmental	  Area	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Chapter	  1:	  Introduction	  	  
Significance	  and	  Specific	  Aims:	  Dietary	  influences	  of	  fat	  and	  sugars	  contribute	  to	  the	  current	  epidemic	  of	  obesity.	  In	  addition	  to	  their	  intrinsic	  capability	  of	  eliciting	  intake,	  both	  sugar-­‐	  (i.e.	  glucose,	  sucrose	  or	  fructose)	  and	  fat-­‐rich	  (i.e.	  corn-­‐oil)	  foods	  are	  capable	  of	  eliciting	  conditioned	  flavor	  preferences	  (CFP)	  in	  animal	  models	  (Sclafani,	  1995).	  Both	  taste	  (flavor-­‐flavor:	  F/F)	  and	  post-­‐ingestive	  (flavor-­‐nutrient:	  F/N)	  factors	  contribute	  to	  these	  conditioned	  responses.	  Thus,	  the	  learning	  process	  by	  which	  a	  preference	  develops	  for	  a	  cue	  flavor	  mixed	  with	  a	  preferred	  solution	  (e.g.,	  sweet	  taste	  of	  sugars)	  is	  referred	  to	  as	  flavor-­‐flavor	  conditioning,	  whereas	  the	  learning	  process	  by	  which	  a	  preference	  develops	  for	  a	  cue	  flavor	  paired	  with	  the	  post-­‐oral	  positive	  effects	  of	  a	  nutrient	  is	  referred	  to	  as	  flavor-­‐nutrient	  conditioning	  and	  tested	  using	  intragastric	  (IG)	  infusions	  of	  the	  solution	  (Capaldi,	  1996;	  Sclafani,	  1999).	  Many	  of	  the	  learned	  associations	  to	  flavor	  cues	  are	  thought	  to	  stem	  from	  the	  connection	  of	  the	  hedonic	  taste,	  the	  palatability	  of	  the	  nutrients,	  and	  the	  “reward”	  associated	  with	  dopamine	  (DA)	  release	  in	  the	  brain	  particularly	  from	  the	  Ventral	  Tegmental	  Area	  (VTA)	  to	  its	  major	  mesotelencephalic	  projection	  sites	  including	  the	  nucleus	  accumbens	  (NAc),	  amygdala	  (AMY)	  and	  medial	  prefrontal	  cortex	  (mPFC),	  as	  well	  as	  from	  the	  Substantia	  Nigra	  Pars	  Compacta	  (SNpc)	  to	  the	  striatum	  (Caudate	  and	  Putamen:	  CPu).	  Systemic	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonists	  block	  the	  expression	  and	  acquisition	  of	  flavor-­‐flavor-­‐mediated	  sugar-­‐CFP	  (Yu,	  et	  al.	  2000a;	  2000b;	  Baker,	  et	  al.,	  2003),	  whereas	  only	  systemic	  DA	  D1	  antagonists	  block	  the	  acquisition	  and	  to	  a	  lesser	  degree,	  the	  expression	  of	  flavor-­‐nutrient-­‐mediated	  sugar-­‐CFP	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(Azzara,	  et	  al.,	  2001).	  Analyses	  of	  central	  sites	  of	  action	  revealed	  roles	  for	  NAc,	  AMY	  and	  mPFC	  DA	  D1	  receptor	  signaling	  in	  the	  acquisition	  of	  flavor-­‐nutrient	  glucose-­‐CFP,	  and	  differential	  roles	  for	  these	  sites	  in	  DA	  D1	  and	  D2	  receptor	  mediation	  of	  acquisition	  and	  expression	  of	  flavor-­‐flavor	  fructose-­‐CFP	  (Bernal,	  et	  al.,	  2008,	  2009;	  Malkusz	  et	  al.,	  2012;	  Touzani,	  Bodnar	  and	  Sclafani,	  2008,	  2009,	  2010).	  Moreover,	  systemic	  NMDA	  receptor	  antagonism	  reduced	  the	  acquisition,	  but	  not	  expression	  of	  fructose-­‐CFP	  (Golden	  &	  Houpt,	  2007),	  whereas	  opioid	  receptor	  antagonism	  failed	  to	  alter	  the	  acquisition	  or	  expression	  of	  either	  flavor-­‐flavor-­‐mediated	  or	  flavor-­‐nutrient-­‐mediated	  sugar-­‐CFP	  following	  systemic	  or	  accumbal	  administration	  (Azzara	  et	  al,	  2000;	  Baker,	  et	  al.,	  2004;	  Bernal,	  et	  al.,	  2010;	  Yu,	  et	  al.,	  1999).	  Like	  sugars,	  increased	  consumption	  of	  fat	  is	  mediated	  by	  dopamine	  (DA),	  opioid	  and	  glutamate	  NMDA	  receptor	  systems.	  However,	  little	  is	  known	  about	  their	  effects	  upon	  fat-­‐CFP.	  	  	  
Specific	  Aim	  1:	  Given	  that	  DA	  D1	  and	  D2	  signaling	  differentially	  mediate	  the	  expression	  and	  acquisition	  of	  sugar-­‐CFP	  through	  either	  orosensory	  (F/F)	  or	  post-­‐ingestive	  (F/N)	  components	  in	  different	  brain	  areas	  of	  the	  mesotelecephalic	  DA	  pathway	  (Yu,	  et	  al.	  2000a;	  2000b;	  Baker,	  et	  al.,	  2003,	  Azzara,	  et	  al.,	  20011999,	  Bernal,	  et	  al.,	  2008,	  2009;	  Touzani,	  Bodnar	  &	  Sclafani,	  2008,	  2009,	  2010;	  Malkusz,	  et	  al.,	  2012),	  it	  is	  important	  to	  determine	  whether	  fat	  solutions	  	  (corn-­‐oil)	  also	  produces	  CFP,	  and	  the	  pharmacological	  substrates	  mediating	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  this	  response.	  	  Therefore,	  the	  first	  specific	  aim	  will	  examine	  the	  specific	  roles	  of	  DA	  D1	  or	  D2	  receptor	  signaling	  in	  fat-­‐CFP	  by	  determining	  whether	  systemic	  DA	  D1	  (SCH23390)	  or	  DA	  D2	  (Raclopride)	  receptor	  antagonists	  alter	  the	  acquisition	  and/or	  expression	  of	  fat-­‐CFP	  produced	  by	  pairing	  one	  novel	  flavor	  (CS+,	  e.g.,	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cherry)	  with	  a	  more-­‐preferred	  3.5%	  corn	  oil	  (CO)	  solution	  relative	  to	  another	  novel	  flavor	  (CS−,	  e.g.,	  grape)	  paired	  with	  a	  less-­‐preferred	  0.9%	  CO	  solution.	  If	  fats	  act	  like	  the	  flavor-­‐flavor	  component	  of	  sugar-­‐CFP,	  it	  is	  hypothesized	  that	  systemic	  administration	  of	  DA	  D1	  or	  D2	  antagonists	  will	  significantly	  reduce	  both	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  CO-­‐CFP	  by	  reducing	  the	  CS+	  preference	  of	  the	  flavor	  associated	  with	  the	  3.5%	  corn-­‐oil	  solution.	  If	  fats	  act	  like	  the	  flavor-­‐nutrient	  component	  of	  sugar-­‐CFP,	  it	  is	  hypothesized	  that	  systemic	  administration	  of	  DA	  D1,	  but	  not	  D2	  antagonists	  will	  significantly	  reduce	  the	  acquisition	  and	  to	  a	  lesser	  degree	  the	  expression	  of	  CO-­‐CFP	  by	  reducing	  the	  CS+	  preference	  of	  the	  flavor	  associated	  with	  the	  3.5%	  corn-­‐oil	  solution.	  	  
Specific	  Aim	  2:	  The	  acquisition	  of	  the	  flavor-­‐flavor	  component	  of	  sugar-­‐CFP	  is	  eliminated	  by	  NMDA	  receptor	  antagonism	  (Golden	  &	  Houpt,	  2007).	  Glutamate	  (which	  acts	  on	  the	  NMDA	  receptor)	  has	  been	  shown	  to	  play	  an	  important	  role	  in	  learning,	  memory	  and	  its	  synaptic	  plasticity	  (Rezvani,	  2006).	  Impairment	  of	  a	  glutamate	  receptor	  was	  shown	  to	  affect	  expression	  and	  acquisition	  in	  appetitive	  learning	  studies	  (Hernandez,	  et	  al.,	  2005;	  Kelley,	  Smith-­‐Roe	  and	  Holahan,	  1997;	  Yaoshima,	  Morimoto	  and	  Yamamoto,	  2000;	  Stuber	  et	  al.,	  2008;	  Zellner,	  Kest	  and	  Ranaldi,	  2009;	  Zweifel,	  et	  al.,	  2009;	  Golden	  &	  Houpt,	  2007).	  Whereas	  systemic	  and	  accumbal	  opioid	  receptor	  antagonism	  failed	  to	  affect	  the	  acquisition	  or	  expression	  of	  flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  sugar-­‐CFP	  (Azzara	  et	  al,	  2000;	  Baker,	  et	  al.,	  2004;	  Bernal,	  et	  al.,	  2010;	  Yu,	  et	  al.,	  1999).	  Opioid	  receptor	  antagonism	  potently	  suppresses	  fat	  intake	  in	  rats	  and	  mice	  (Cole,	  et	  al.,	  1995;	  Dym,	  et	  al.,	  2010;	  Glass,	  et	  al.,	  1998;	  Islam	  &	  Bodnar,	  1990;	  Marks-­‐Kaufman,	  et	  al.,	  1985;	  Naleid,	  et	  al.,	  2007;	  Sahr,	  et	  al.,	  2008).	  Therefore,	  the	  second	  specific	  aim	  will	  examine	  whether	  systemic	  opioid	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(naltrexone)	  or	  NMDA	  (MK-­‐801)	  receptor	  antagonists	  alter	  the	  acquisition	  and/or	  expression	  of	  fat	  (CO)-­‐CFP.	  	  If	  fats	  act	  like	  sugars	  in	  producing	  CFP	  elicited	  by	  fructose	  as	  previously	  shown	  in	  the	  Golden	  and	  Houpt	  (2007)	  study,	  it	  is	  hypothesized	  that	  systemic	  administration	  of	  NMDA,	  but	  not	  opioid	  antagonists,	  will	  significantly	  reduce	  the	  acquisition,	  but	  not	  the	  expression	  of	  CO-­‐CFP.	  	  
Specific	  Aim	  3:The	  disaccharide,	  sucrose	  and	  the	  monosaccharide,	  glucose	  condition	  both	  flavor-­‐flavor	  (orosensory)	  and	  flavor-­‐nutrient	  (post-­‐ingestive)	  CFP.	  In	  contrast,	  the	  monosaccharide,	  fructose	  conditions	  orosensory,	  but	  not	  post-­‐ingestive	  CFP	  (Sclafani	  &	  Ackroff,	  1994;	  Sclafani	  et	  al.,	  1993,	  1999;	  Touzani	  et	  al.,	  2008,	  2009,	  2010).	  In	  this	  way,	  glucose	  is	  assumed	  to	  have	  similar	  effects	  to	  corn-­‐oil	  due	  to	  the	  fact	  that	  both	  substances	  employ	  flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  components	  of	  conditioning.	  Therefore,	  the	  third	  specific	  aim	  will	  examine	  the	  effects	  of	  DA	  D1,	  DA	  D2	  and	  NMDA	  receptor	  antagonism	  on	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  glucose-­‐CFP	  produced	  by	  pairing	  one	  novel	  flavor	  (CS+,	  e.g.,	  cherry)	  with	  a	  more-­‐preferred	  8%	  glucose	  (glu:sugar)	  solution	  relative	  to	  another	  flavor	  (CS−,	  e.g.,	  grape)	  paired	  with	  a	  less-­‐preferred	  2%	  glucose	  solution.	  If	  glucose	  in	  this	  paradigm	  acts	  on	  the	  flavor-­‐flavor	  component	  of	  sugar-­‐CFP,	  it	  is	  hypothesized	  that	  systemic	  administration	  of	  DA	  D1	  or	  DA	  D2	  antagonists	  will	  significantly	  reduce	  both	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  glucose-­‐CFP	  by	  reducing	  the	  CS+	  preference	  of	  the	  flavor	  associated	  with	  the	  8%	  glucose	  solution.	  Correspondingly,	  NMDA	  antagonism	  should	  reduce	  the	  acquisition,	  but	  not	  expression	  of	  glucose-­‐CFP.	  If	  glucose	  acts	  on	  the	  flavor-­‐nutrient	  component	  of	  sugar-­‐CFP,	  it	  is	  hypothesized	  that	  systemic	  administration	  of	  DA	  D1,	  but	  not	  D2	  antagonists	  will	  significantly	  reduce	  the	  acquisition	  and	  to	  a	  lesser	  degree	  the	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expression	  of	  glucose-­‐CFP	  by	  reducing	  the	  CS+	  preference	  of	  the	  flavor	  associated	  with	  the	  8%	  glucose	  solution.	  	  
Specific	  Aim	  4:	  The	  systemic	  and	  central	  pharmacological	  analyses	  of	  mediators	  of	  sugar	  and	  fat	  intake	  as	  well	  as	  preferences	  conditioned	  by	  these	  nutrients	  can	  provide	  important	  information	  about	  underlying	  substrates.	  Further,	  the	  increased	  release	  of	  endogenous	  neurochemical	  mediators	  (particularly	  DA)	  in	  similar	  brain	  sites	  (e.g.,	  NAC,	  AMY,	  mPFC)	  following	  sugar	  and	  fat	  intake	  can	  provide	  further	  insight	  into	  these	  processes.	  One	  remaining	  area	  of	  inquiry	  concerns	  the	  spatial	  resolution	  of	  activation	  within	  these	  sites	  in	  response	  to	  fat	  and	  sugar	  nutrients.	  c-­‐Fos	  is	  an	  indirect	  marker	  of	  neuronal	  activity	  because	  this	  protoonco-­‐gene	  is	  often	  expressed	  when	  neurons	  fire	  action	  potentials	  (VanElakker,	  et	  al.,	  2008;	  Dragunow	  and	  Faull,	  1989).	  Armed	  with	  information	  from	  the	  previous	  three	  aims,	  it	  is	  hypothesized	  from	  previous	  studies	  that	  corn-­‐oil	  and	  glucose	  produce	  both	  flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  conditioning	  (CO:	  Elizalde	  &	  Sclafani,	  1990;	  Dela	  Cruz,	  et	  al.,	  2012a;	  Glu:	  Sclafani	  and	  Ackroff,	  1994;	  Touzani,	  Bodnar	  and	  Sclafani,	  2009a,	  2010a).	  In	  contrast,	  fructose	  is	  only	  effective	  during	  flavor-­‐flavor	  learning	  (Baker,	  et	  al.,	  2003;	  Sclafani,	  et	  al.,	  1993,	  1999).	  The	  fourth	  Specific	  Aim	  will	  expose	  rats	  to	  oral	  sugars	  (glucose	  or	  fructose)	  fat	  (corn	  oil),	  artificial	  sweeteners	  (saccharin)	  or	  water	  and	  examine,	  through	  stereology,	  the	  pattern	  of	  activated	  cells,	  using	  c-­‐fos	  and	  TH	  (tyrosine	  hydroxylase)	  immunohistochemistry	  in	  the	  mesotelencephalic	  pathway	  areas	  of	  the	  VTA,	  AMY,	  NAc	  core	  and	  shell,	  and	  mPFC	  as	  well	  as	  the	  dorsal	  striatum	  of	  the	  nigrostriatal	  pathway	  This	  aim	  will	  provide	  new	  information	  as	  to	  how	  unconditioned	  orosensory	  and	  post-­‐ingestive	  consequences	  of	  sugar	  and	  fat	  rewards	  activate	  the	  mesotelencephalic	  pathway	  and	  other	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possible	  reward	  systems.	  It	  is	  hypothesized	  that	  the	  solutions	  that	  are	  effective	  in	  the	  brain	  through	  combined	  orosensory	  and	  post-­‐ingestive	  avenues	  (glucose	  and	  corn-­‐oil)	  will	  have	  the	  greatest	  c-­‐fos	  activation	  in	  all	  DA-­‐related	  areas;	  whereas	  fructose,	  effective	  through	  orosensory	  (flavor-­‐flavor)	  consequences,	  will	  produce	  activation	  greater	  than	  the	  control	  (water)	  and	  saccharin,	  but	  less	  activation	  than	  either	  glucose	  or	  corn-­‐oil.	  
	  	   	  
	  7	  
Background	  	  The	  following	  sections	  will	  introduce	  the	  problem	  of	  overeating,	  which	  may	  eventually	  lead	  to	  obesity.	  Overconsumption	  of	  food	  is	  based,	  in	  part,	  on	  learned	  preferences	  for	  food.	  These	  learned	  preferences	  are	  suspected	  to	  be	  influenced	  by	  certain	  neurotransmitters	  in	  the	  brain:	  opioids,	  glutamate	  and	  DA.	  DA,	  in	  particular,	  is	  believed	  to	  be	  involved	  in	  conditioned	  intake	  because	  of	  its	  connection	  to	  learning	  and	  reward.	  Because	  of	  this	  connection,	  the	  pathways	  of	  the	  mesotelencaphalic	  DA	  pathway	  and	  the	  nigrostriatal	  DA	  pathway	  will	  be	  examined	  through	  intake	  and	  immunohistochemical	  exploration	  of	  c-­‐fos	  in	  the	  DA-­‐associated	  areas.	  
	  
1.	  Food	  preference/Obesity	  Food	  consumption	  provides	  the	  energy	  necessary	  for	  the	  metabolic	  activity	  of	  the	  body.	  When	  caloric	  intake	  exceeds	  the	  body’s	  needs,	  the	  body	  stores	  the	  excess	  energy	  as	  body	  fat.	  Obesity	  occurs	  when	  net	  energy	  intake	  exceeds	  net	  energy	  expenditure	  over	  a	  prolonged	  period	  of	  time	  (Stunkard,	  1996),	  leading	  to	  an	  overabundance	  of	  body	  fat.	  Obesity	  can	  lead	  to	  shortened	  life	  expectancy	  and	  numerous	  health	  complications,	  including	  diabetes,	  heart	  disease	  and	  cancer	  (Abelson	  &	  Kennedy,	  2004).	  In	  fact,	  excess	  body	  weight	  is	  the	  6th	  greatest	  contributing	  factor	  to	  diseases	  worldwide	  (Haslam	  &	  James,	  2005).	  Furthermore,	  it	  is	  predicted	  that	  the	  current	  generation	  of	  children	  will	  grow	  into	  the	  most	  obese	  generation	  of	  adults	  in	  United	  States	  history	  (Birch	  &	  Fisher,	  1998).	  Obesity	  generally	  results	  from	  a	  combination	  of	  environmental	  and	  biological	  factors,	  including	  the	  previously-­‐mentioned	  excess	  food	  intake,	  lack	  of	  physical	  activity,	  and	  genetic	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susceptibility.	  In	  some	  cases,	  obesity	  can	  be	  caused	  by	  other	  factors	  such	  as	  endocrine	  disorders,	  medications	  or	  psychiatric	  illness	  (Adams	  &	  Murphy,	  2000).	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Obesity	  occurs	  particularly	  in	  the	  developed	  countries,	  where	  cheap,	  highly	  palatable,	  energy-­‐dense	  food	  is	  readily	  available	  (Dragone,	  2009),	  usually	  in	  the	  form	  of	  high-­‐fat	  and	  or	  sugar-­‐rich	  fare.	  Learning	  appears	  to	  play	  an	  important	  role	  in	  the	  preferences	  for	  high-­‐fat	  and	  sugar-­‐rich	  foods	  (Sclafani,	  1999).	  Palatability	  is	  a	  factor	  that	  can	  exacerbate	  intake	  thereby	  playing	  an	  important	  role	  in	  driving	  caloric	  consumption	  in	  excess	  of	  metabolic	  demand	  and	  ultimately	  promoting	  obesity	  (Raynor	  and	  Epstein,	  2001).	  Preferences	  can	  be	  based	  on	  learned	  associations	  between	  a	  stimulus	  (e.g.,	  Kool	  Aid	  flavor)	  and	  the	  orosensory	  flavor	  characteristics	  of	  the	  nutrient	  (smell,	  taste,	  texture)	  (flavor-­‐flavor	  conditioning)	  or	  learned	  associations	  between	  a	  stimulus	  and	  the	  post-­‐ingestive	  consequences	  of	  the	  nutrient	  (flavor-­‐nutrient	  conditioning)	  (Azzara	  et	  al.,	  2001;	  Baker	  et	  al.,	  2003,	  Yu	  et	  al.	  2000a,	  2000b,	  Dela	  Cruz,	  et	  al.,	  2012).	  Most	  food	  preferences	  are	  learned	  through	  experiences	  of	  combinations	  of	  flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  learning	  consequences	  in	  ingesting	  those	  foods.	  	  
	  
2.	  Macronutrients	  
	   The	  two	  major	  macronutrients	  involved	  in	  intake	  overconsumption	  and	  development	  of	  CFP	  are	  sugars	  and	  fats.	  Each	  will	  be	  briefly	  described	  in	  the	  following	  section.	  
a.	  Sugars.	  	  While	  food	  preference	  has	  been	  examined	  through	  differing	  macronutrients,	  sugar	  has	  been	  largely	  studied	  due	  to	  its	  intrinsic	  rewarding	  properties	  (both	  postingestive	  and	  orosensory)	  from	  its	  sweet	  taste.	  Foods	  high	  in	  sugars	  are	  highly	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attractive,	  due	  to	  its	  hedonic	  taste	  and	  nutritional	  value,	  which	  may	  lead	  to	  overeating.	  In	  fact,	  the	  sweetness	  in	  these	  foodstuffs	  are	  connected	  with	  carbohydrates	  as	  sources	  of	  energy	  with	  its	  detection	  associated	  with	  its	  hedonic	  appeal	  (Ventura	  &	  Menella,	  2011).	  This	  sweet-­‐tasting	  carbohydrate	  source	  of	  calories	  is	  mediated	  through	  specific	  taste	  receptors	  as	  an	  organism	  consumes	  sugars,	  as	  well	  as	  other	  sweet	  sources	  like	  artificial	  sweeteners,	  sweet	  amino	  acids	  and	  sweet	  proteins	  (Yoshida,	  et	  al.,	  2013).	  	  The	  molecular	  mechanisms	  responsible	  for	  the	  specific	  sweet	  taste	  receptors	  in	  the	  oral	  cavity	  have	  been	  identified.	  Two	  members	  of	  the	  T1R	  class	  of	  taste-­‐specific	  G	  protein-­‐coupled	  receptors	  have	  been	  shown	  to	  function	  in	  combination	  as	  hetereodimeric	  sweet	  taste	  receptors:	  receptor	  member	  2	  (T1R2),	  and	  member	  3	  (T1R3)	  (Li,	  et	  al.,	  2002).	  	  Sweet	  taste	  begins	  with	  activation	  of	  the	  T1R2/T1R3	  receptors	  in	  the	  mouth;	  the	  combination	  of	  these	  hetereodimers	  function	  as	  a	  general	  sweet	  taste	  receptor	  for	  a	  variety	  of	  sugars	  and	  artificial	  sweeteners	  in	  animals	  (Sclafani,	  2006;	  Montmayeur,	  et	  al.,	  2001;	  Nelson,	  et	  al.,	  2010)	  and	  the	  receptors	  can	  recognize	  sweet	  tastants	  (Li,	  et	  al.,	  2002).	  	  
b.	  Fats.	  Fat-­‐rich	  foods,	  which	  are	  generally	  observed	  to	  be	  preferred	  over	  low-­‐fat	  foods,	  are	  highly	  attractive	  and	  are	  capable	  of	  eliciting	  CFP’s	  in	  animal	  models.	  Fats	  are	  highly	  palatable	  and	  lead	  to	  positive	  effects	  in	  the	  gut,	  leading	  to	  overeating	  and	  overconsumption.	  Greenberg	  and	  Smith	  (1996)	  demonstrated	  this	  overconsumption	  with	  sham-­‐fed	  Zucker	  obese	  rats.	  They	  found	  that	  oils	  produced	  significantly	  more	  orosensory	  positive	  feedback	  in	  obese	  Zucker	  rats	  than	  in	  control	  Sprague-­‐Dawley	  lean	  rats	  in	  experimental	  tests	  of	  preference.	  Although	  it	  is	  currently	  unknown	  if	  there	  are	  specific	  taste	  receptors	  for	  fats,	  it	  has	  been	  suggested	  that	  in	  rodents	  lingual	  CD36	  may	  be	  involved	  in	  the	  orosensory	  identification	  of	  fat	  in	  foodstuffs.	  Mizushige	  and	  colleagues	  (2002)	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proposed	  that	  long-­‐chain	  fatty	  acid	  CD36	  in	  the	  circumvallate	  papillae	  of	  the	  tongue	  play	  an	  important	  role	  in	  the	  palatability	  of	  dietary	  fat	  and	  reward.	  In	  addition,	  mice	  with	  CD36-­‐knockout	  have	  shown	  a	  deceased	  preference	  for	  the	  consumption	  of	  long-­‐chain	  fatty	  acids	  during	  a	  choice	  feeding	  session	  as	  compared	  to	  the	  controls	  (Khan	  &	  Besnard,	  2002).	  	  
	  
3.	  Macronutrients	  in	  CFP	  
a.	  Conditioned	  flavor	  preferences.	  Sugar	  and	  fat	  macronutrients	  have	  been	  studied	  in	  the	  two	  different	  types	  of	  conditioned	  flavor	  preferences.	  Both	  sucrose	  (a	  disaccharide)	  (Azzara	  et	  al.,	  2001;	  Yu	  et	  al,	  2000a,	  2000b)	  one	  of	  its	  monosaccharides	  (glucose)	  (Sclafani	  and	  Ackroff,	  1994;	  Touzani,	  Bodnar	  and	  Sclafani,	  2009a,	  2010a),	  and	  fat	  (in	  form	  of	  corn-­‐oil)	  (Elizade	  &	  Sclafani,	  1990;	  Dela	  Cruz,	  et	  al.,	  2012)	  are	  hypothesized	  to	  condition	  both	  flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  preferences.	  While	  there	  is	  lack	  of	  direct	  evidence	  that	  glucose	  or	  corn-­‐oil	  produced	  flavor-­‐flavor	  conditioning	  (there	  are	  no	  sham-­‐feeding	  CFP	  studies	  with	  glucose	  or	  corn-­‐oil),	  it	  is	  reasonable	  to	  hypothesize	  that	  glucose	  would	  do	  so.	  This	  is	  based	  on	  the	  ability	  that	  saccharin	  and	  sham-­‐fed	  sucrose	  are	  able	  to	  produce	  conditioned	  preferences	  (Yu	  et	  al,	  2000a,	  2000b,	  Beeler,	  et	  al.,	  2012).	  In	  terms	  of	  corn-­‐oil	  F/F	  CFP,	  it	  has	  been	  reported	  of	  orally-­‐consumed	  corn	  oil	  and	  mineral	  oil	  conditioned	  flavor	  preferences	  and	  that	  the	  mineral	  oil	  effect	  was	  due	  to	  F/F	  conditioning	  (Elizalde	  &	  Sclafani,	  1990).	  More	  recently,	  the	  same	  lab	  tested	  male	  rats	  with	  3%	  Sefose	  vs.	  0.9%	  Sefose	  (a	  nonmetabolizable	  oil	  similar	  to	  olestra)	  and	  observed	  conditioned	  CS+	  preferences	  (Ackroff	  &	  Sclafani,	  unpublished).	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In	  contrast,	  the	  other	  monosaccharide	  of	  sucrose,	  fructose,	  conditions	  only	  flavor-­‐flavor	  preferences	  in	  short-­‐term	  tests	  (Baker	  et	  al.,	  2003;	  Sclafani,	  et	  al.,	  1993,	  1999).	  It	  should	  be	  noted	  that	  whereas	  IG	  fructose	  fails	  to	  condition	  preferences	  in	  30-­‐min/day	  tests,	  it	  does	  condition	  strong	  preferences	  in	  food-­‐deprived	  rats	  trained	  20-­‐h/day	  and	  in	  non-­‐deprived	  rats	  trained	  24	  h/day	  with	  a	  saccharin-­‐sweetened	  CS+	  flavor	  and	  a	  mild	  preference	  in	  rats	  trained	  24	  h/day	  with	  an	  unsweetened	  CS+	  paired	  with	  7.1%	  IG	  fructose.	  	  (Ackroff	  &	  Sclafani,	  2004;	  Ackroff	  et	  al.,	  2001).	  For	  the	  most	  part,	  this	  introduction	  will	  refer	  to	  flavor-­‐flavor	  conditioning	  with	  fructose	  using	  the	  short-­‐term	  (30	  min/day)	  training	  paradigm.	  	  	   These	  solutions	  can	  also	  be	  modified	  in	  order	  to	  isolate	  an	  orosensory	  element	  to	  examine	  the	  effects	  of	  solely	  a	  flavor-­‐flavor	  consequence	  or	  to	  isolate	  a	  post-­‐ingestive	  element	  to	  examine	  the	  effects	  of	  a	  flavor-­‐nutrient	  consequence.	  For	  example,	  in	  addition	  to	  providing	  fructose	  solutions	  in	  real-­‐feeding	  intake	  tests,	  glucose,	  sucrose	  or	  corn-­‐oil	  solutions	  can	  be	  consumed	  under	  sham-­‐feeding	  conditions	  which	  will	  minimize	  the	  post-­‐ingestive	  consequences	  of	  those	  solutions	  (Hsaio	  &	  Smith,	  1995;	  Liang,	  Hajnal,	  &	  Norgren,	  2006;	  Weatherford,	  et	  al.,	  1990;	  Yu,	  et	  al.,	  2000a;	  Yu,	  et	  al.,	  2000b).	  In	  contrast,	  IG	  infusions	  of	  glucose,	  sucrose	  or	  corn-­‐oil	  are	  used	  to	  examine	  the	  selective	  effects	  of	  flavor-­‐nutrient	  conditioning	  (Touzani,	  Bodnar	  &Sclafani,	  2008,	  2009b,	  2010a;	  Sclafani,	  et	  al.,	  1993;	  Sclafani,	  Fanizza	  &	  Azzara,	  1999).	  Flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  sugar-­‐CFP	  learning	  require	  some	  form	  of	  DA	  transmission	  from	  the	  NAc,	  AMY	  and/or	  mPFC	  (Bernal,	  et	  al.,	  2008;	  2009;	  Touzani,	  Bodnar	  and	  Sclfani,	  2008;	  2009a;	  2010a;	  Malkusz,	  et	  al.,	  2008;	  2009;	  2010),	  and	  these	  types	  of	  conditioning	  have	  been	  tested	  in	  isolation	  in	  the	  laboratory.	  Flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  conditioning	  warrant	  study	  because	  they	  appear	  to	  be	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mediated	  to	  some	  extent	  by	  distinct	  neural	  mechanisms	  and	  exert	  different	  effects	  on	  preference	  behavior.	  
	  
3.	  Neurochemical	  candidates	  for	  CFP	  a. Opioids	   	  1.The	  rewarding	  consequences	  of	  opioids.	  Research	  has	  shown	  that	  the	  opioid	  system	  is	  important	  in	  palatable	  food	  intake.	  Opioids	  are	  involved	  in	  a	  broadly	  distributed	  neural	  network	  that	  regulates	  ingestive	  behavior,	  particularly	  intake	  of	  foods	  that	  are	  highly	  rewarding.	  (Bodnar,	  2004;	  Levine&	  Billinton,	  2004).	  In	  fact,	  it	  is	  generally	  believed	  that	  the	  opioid	  system	  is	  related	  to	  the	  intake	  of	  reward-­‐associated	  and	  hedonically	  associated	  palatable	  food	  consumption.	  Thus,	  morphine	  increased	  both	  the	  intake	  of	  and	  the	  preference	  for	  such	  palatable	  solutions	  as	  saccharin	  and	  sugars	  (Bertino	  et	  al.,	  1988;	  Calcagnetti	  and	  Reid,	  1983;	  Cooper,	  1983),	  presumably	  by	  increasing	  the	  hedonic	  value	  of	  the	  solutions	  (Cooper	  et	  al.,	  1988).	  Opioid	  signaling	  is	  thought	  to	  regulate	  palatability	  of	  food	  through	  orosensory	  context	  cues	  such	  as	  taste	  and	  texture.	  These	  orosensory	  context	  cues	  are	  thought	  to	  determine	  the	  reward	  value	  of	  a	  food	  item	  (Taha,	  et	  al.,	  2006).	  	  	  	   Naltrexone	  (NTX)	  and	  naloxone	  are	  two	  effective	  general	  opioid	  antagonists	  that	  block	  many	  types	  of	  intake	  mediated	  by	  sugars	  and	  fats.	  Animals	  treated	  with	  these	  general	  opioid	  antagonists	  display	  reduced	  intake	  under	  a	  wide	  range	  of	  spontaneous	  deprivation,	  glucoprivic	  and	  lipoprivic	  conditions	  (Bodnar,	  2004).	  Peripheral	  NTX	  decreased	  the	  intake	  of	  a	  sweet	  diet	  more	  effectively	  than	  a	  non-­‐sweetened	  diet	  (Levine	  and	  Billington,	  2004;	  Weldon,	  et	  al,	  1996).	  Levine,	  et	  al.	  (1995)	  found	  that	  NTX	  robustly	  reduced	  intake	  of	  rats’	  sweet	  chow	  while	  being	  relatively	  ineffective	  at	  reducing	  normal	  chow	  with	  very	  low	  doses	  
	  13	  
of	  NTX	  reducing	  sweet	  chow	  intake	  by	  50%.	  Naloxone	  reduced	  sucrose	  intake	  without	  affecting	  eating	  latency,	  suggesting	  effects	  upon	  the	  maintenance,	  rather	  than	  the	  initiation	  of	  intake	  (Kirkham	  &	  Blundell,	  1984;	  1986),	  and	  it	  blocked	  saccharin	  intake	  ostensibly	  by	  interfering	  with	  preference	  acquisition	  (Lynch,	  1986).	  In	  humans,	  naltrexone	  was	  found	  to	  decrease	  the	  pleasantness	  of	  a	  sucrose	  solution	  (Bertino,	  Beauchamp	  &	  Engelman,	  1991;	  Fantino,	  Hosotte	  &	  Apfelbaum,	  1986).	  Naltrexone	  administration	  not	  only	  reduced	  overall	  human	  food	  consumption,	  but	  also	  significantly	  reduced	  subjective	  perceived	  pleasure	  ratings	  (Yeomans	  and	  Grey,	  1997).	  In	  addition,	  Rockwood	  and	  Reid	  (1982)	  conducted	  sham	  feeding	  studies,	  which	  eliminates	  the	  effects	  of	  post-­‐ingestive	  meals,	  and	  found	  that	  naltrexone	  reduced	  intake	  of	  a	  10%	  sucrose	  solution	  in	  both	  food-­‐deprived	  and	  nondeprived	  rats	  with	  open	  gastric	  fistulas.	  Ventricular	  administration	  of	  mu	  and	  kappa,	  but	  not	  delta-­‐1	  opioid	  antagonists	  reduced	  intake	  of	  palatable	  fat	  or	  sucrose	  diets	  (Arjune	  &	  Bodnar,	  1990;	  Arjune,	  et	  al.,	  1990,	  1991;	  Becakowska,	  et	  al.,	  1992,	  1993;	  Calcagnetti,	  et	  al.,	  1990).	  Moreover,	  central	  studies	  have	  implicated	  the	  NAc	  and	  VTA	  in	  opioid	  antagonist-­‐induced	  reductions	  of	  sucrose	  intake	  (Bodnar	  et	  al.,	  1995;	  Ragnauth	  et	  al.,	  1997).	  All	  the	  aforementioned	  research	  supports	  the	  hypothesis	  that	  opioid	  receptors	  are	  involved	  in	  the	  rewarding	  properties	  of	  sweet	  tastants.	  	  Opioids	  have	  also	  been	  shown	  to	  affect	  the	  intake	  of	  fats.	  Both	  antagonists	  decreased	  intake	  of	  high-­‐fat	  diets	  (Apfelbaum	  &	  Mandenoff,	  1981;	  Cooper	  et	  al.,	  1985;	  Marks-­‐Kaufman	  et	  al.,	  1984),	  and	  opioid	  agonists	  stimulate	  the	  intake	  of	  fat	  (Marks-­‐Kaufman,	  1981;	  Marks-­‐Kaufman	  &	  Kanarek,	  1981;	  Romsos,	  et	  al.,	  1987).	  Interestingly,	  the	  concept	  of	  preferences	  comes	  into	  play.	  Most	  rats	  will	  prefer	  a	  fat	  diet	  relative	  to	  a	  carbohydrate	  diet,	  and	  in	  these	  animals,	  morphine	  increased	  the	  preferred	  (fat)	  diet	  more	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than	  the	  non-­‐preferred	  diet.	  However,	  some	  rats	  preferred	  a	  carbohydrate	  diet	  to	  a	  fat	  diet,	  and	  in	  these	  animals,	  morphine	  was	  more	  effective	  in	  increasing	  carbohydrate	  intake	  (Gosnell	  et	  al.,	  1990;	  Koch	  et	  al.,	  1995).	  Studies	  in	  which	  preferred	  and	  nonpreferred	  food	  items	  were	  offered	  concurrently,	  naltrexone	  decreased	  preferred	  food	  intake	  while	  slightly	  increasing	  nonpreferred	  food	  intake	  (Cooper	  &	  Turkish,	  1989;	  Weldon,	  et	  al.,	  1996;	  Giraudo,	  et	  al.,	  1993;	  Sclafani,	  et	  al.,	  1982;	  Glass,	  et	  al.,	  1996).	  Mu	  opioid	  receptors	  played	  a	  major	  role	  in	  opioid	  mediation	  of	  fat	  intake	  (Islam	  &	  Bodnar,	  1990).	  A	  specific	  role	  for	  opioids	  in	  signaling	  the	  reinforcing	  value	  of	  palatable	  food	  items	  can	  be	  concluded	  from	  these	  findings.	  Natural	  opioid	  levels	  in	  the	  brain	  are	  also	  affected	  when	  palatable	  food	  is	  ingested.	  Yamamoto	  and	  colleagues	  (2000;	  2003)	  examined	  levels	  of	  opioids	  in	  the	  brains	  after	  given	  particular	  solutions	  to	  drink.	  Water-­‐deprived	  animals	  drank	  sucrose,	  saccharin,	  NaCl,	  quinine	  or	  water.	  Sucrose	  and	  saccharin	  elicited	  the	  strongest	  release	  of	  β-­‐endorphin	  into	  the	  CSF,	  which	  supported	  the	  hypothesis	  that	  release	  of	  a	  particular	  opioid,	  β-­‐endorphin,	  is	  positively	  correlated	  with	  palatability	  of	  taste	  stimuli.	  	  With	  this	  knowledge	  extensive	  evidence	  implicating	  the	  brain	  opioid	  system	  in	  the	  control	  of	  food	  palatability	  and	  intake,	  it	  was	  then	  suggested	  that	  opioids	  may	  play	  a	  role	  in	  learning	  a	  preference	  in	  conditioned	  flavor	  preference	  studies.	  
	   2.	  Systemic	  studies-­‐	  Opioid	  CFP.	  The	  role	  of	  opioids	  in	  learned	  responses	  has	  not	  been	  as	  clear-­‐cut	  as	  their	  role	  in	  the	  ad	  libitum	  intake	  of	  sweet	  stimuli.	  Opioids	  appear	  to	  affect	  the	  general	  rewarding	  characteristics	  of	  a	  sweet	  food/solution	  rather	  than	  the	  ability	  to	  discriminate	  the	  taste	  of	  the	  sweet	  food/solution	  (Fantino,	  et	  al.,	  1986;	  Arbisi,	  Billington	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&	  Levine,	  1999).	  However,	  surprisingly,	  in	  flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  CFP	  studies,	  NTX	  failed	  to	  alter	  either	  the	  acquisition	  or	  expression	  of	  sugar-­‐CFP,	  yet	  significantly	  and	  markedly	  decreased	  intake	  of	  the	  sugar	  solutions.	  	  Yu,	  et	  al.	  (1999)	  conducted	  sham-­‐feeding	  studies	  to	  minimize	  the	  post-­‐ingestive	  effects	  of	  sucrose	  ingestion	  in	  a	  flavor-­‐flavor	  CFP	  experiment.	  Systemic	  injection	  of	  NTX	  decreased	  intakes	  of	  CS+	  (sucrose)	  and	  CS-­‐	  (saccharin)	  during	  training,	  but	  NTX	  failed	  to	  alter	  the	  expression	  or	  acquisition	  of	  the	  CFP.	  Baker,	  et	  al.	  (2004)	  similarly	  conducted	  a	  flavor-­‐flavor	  CFP	  experiment	  by	  using	  real-­‐feeding	  rats	  and	  fructose,	  which	  mainly	  induces	  flavor-­‐flavor	  CFP.	  Correspondingly,	  NTX	  dose-­‐dependently	  reduced	  fructose	  (CS+)	  and	  saccharin	  (CS-­‐)	  intakes	  when	  injected	  during	  training,	  yet	  NTX	  was	  unable	  to	  reduce	  flavor-­‐flavor	  conditioning	  in	  either	  acquisition	  CFP	  or	  expression	  CFP.	  Flavor-­‐nutrient	  conditioning	  was	  also	  examined.	  Azzara,	  et	  al	  (2000)	  infused	  sucrose	  or	  water	  into	  the	  stomach	  through	  IG	  infusions	  and	  paired	  this	  with	  flavored	  saccharin	  solutions.	  NTX	  reduced	  total	  intake	  of	  CS+	  and	  CS-­‐	  solutions,	  yet	  failed	  to	  alter	  either	  the	  acquisition	  or	  expression	  of	  CFP	  elicited	  by	  IG	  sucrose	  infusions.	  It	  can	  be	  concluded	  that	  the	  opioid	  system	  modulates	  the	  consumption	  of	  flavored	  solutions,	  but	  is	  not	  critically	  involved	  in	  the	  acquisition	  or	  expression	  of	  sugar-­‐	  CFP.	  Given	  the	  lack	  of	  studies	  examining	  opioid	  antagonism	  and	  fat-­‐CFP,	  the	  Second	  Specific	  Aim	  of	  the	  present	  study	  evaluated	  whether	  systemic	  NTX	  would	  alter	  the	  acquisition	  or	  expression	  of	  fat-­‐CFP	  as	  opposed	  to	  sugar-­‐CFP.	  	  
	  
	  b.	  NMDA	  glutamate.	  The	  N-­‐methyl-­‐D-­‐aspartate	  (NMDA)	  glutamate	  receptor	  has	  a	  role	  in	  the	  controlling	  synaptic	  plasticity	  and	  memory	  function	  (Li	  &	  Tsien,	  2009).	  More	  specifically,	  glutamate	  receptor	  activation	  has	  been	  shown	  to	  play	  a	  role	  in	  food-­‐related	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incentive	  learning,	  including	  in	  the	  VTA,	  NAc,	  AMY	  and	  mPFC,	  presumably	  due	  to	  the	  interactions	  with	  DA	  transmission	  within	  these	  key	  cortical	  areas	  (Kelley,	  2004;	  Ranaldi,	  et	  al.,	  2011).	  Infusions	  of	  an	  NMDA	  antagonist	  into	  the	  NAc	  core	  were	  shown	  to	  affect	  the	  acquisition	  of	  appetitive	  instrumental	  learning	  of	  a	  pellet	  lever-­‐pressing	  task	  (Kelley,	  Smith-­‐Roe	  &	  Holahan,	  1997;	  Hernandez,	  et	  al.,	  2005).	  In	  addition,	  VTA	  NMDA	  receptor	  antagonism	  blocks	  the	  acquisition	  of	  drug-­‐induced	  conditioned	  place	  preference	  (Harris	  &	  Aston-­‐Jones,	  2003),	  while	  levels	  of	  extracellular	  levels	  of	  glutamate	  were	  found	  to	  be	  significantly	  higher	  when	  exposed	  to	  drug-­‐associated	  cues	  (You,	  et	  al.,	  2007),	  suggesting	  an	  important	  role	  of	  VTA	  glutamatergic	  neurotransmission	  in	  modulating	  goal-­‐directed	  behavior	  by	  conditioned	  stimuli	  (Stuber,	  et	  al.,	  2008).	  Within	  the	  VTA,	  glutamate	  antagonists	  impaired	  sucrose	  learning	  and	  DA	  release	  in	  the	  NAc	  elicited	  by	  the	  sucrose-­‐predictive	  cue	  (Stuber,	  et	  al,	  2008;	  Zellner,	  Kest	  &	  Ranaldi,	  2009;	  Zweifel,	  et	  al.,	  2009).	  AP-­‐5,	  a	  competitive	  NMDA	  antagonist,	  was	  found	  to	  affect	  the	  operant	  conditioning	  of	  free	  food	  in	  acquisition,	  but	  not	  expression,	  of	  reward-­‐related	  learning	  when	  injected	  directly	  into	  the	  VTA	  (Zellner,	  Kest	  &	  Ranaldi,	  2009).	  AP-­‐5	  also	  affects	  the	  NAc	  core,	  as	  c-­‐fos	  expression	  in	  the	  NAc	  core	  was	  reduced	  as	  compared	  to	  the	  controls	  when	  AP-­‐5	  was	  injected	  into	  the	  VTA.	  (Ranaldi,	  et	  al.,	  2011).	  Lastly,	  NMDA	  receptor	  blockade	  in	  both	  the	  lateral/basolateral	  AMY	  and	  the	  mPFC	  was	  also	  found	  to	  strongly	  disrupt	  acquisition	  of	  lever-­‐pressing	  for	  food	  (Baldwin,	  et	  al.,	  2000).	  	   The	  NMDA	  system	  produces	  complex	  effects	  upon	  feeding	  behavior	  in	  general,	  but	  has	  been	  less	  studied	  for	  its	  effects	  on	  fat	  intake.	  Thus,	  the	  non-­‐competitive	  NMDA	  antagonist,	  MK-­‐801,	  significantly	  increased	  sucrose	  intake	  in	  moderately	  food-­‐deprived	  animals	  (Burns	  &	  Ritter,	  1997;	  Covasa	  et	  al.,	  2004;	  Qian,	  et	  al.,	  2000;	  Treece,	  et	  al.,	  1998;	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Zheng,	  et	  al.,	  1999).	  Moreover,	  MK-­‐801	  significantly	  enhanced	  feeding	  elicited	  by	  the	  anti-­‐metabolic	  glucose	  analogue,	  2-­‐deoxy-­‐D-­‐glucose	  (Sugimoto	  et	  al.,	  1999),	  but	  produced	  initial	  suppression	  and	  subsequent	  enhancements	  for	  lipoprivic	  feeding	  elicited	  by	  mercaptoacetate	  (Duva,	  et	  al.,	  2005).	  Feeding	  responses	  are	  observed	  following	  AMPA	  and	  kainate,	  but	  not	  NMDA	  receptor	  antagonists	  administered	  into	  the	  NAc	  (Maldonado-­‐Irizarry,	  et	  al.,	  1995;	  Reynolds	  &	  Berridge,	  2003).	  Moreover,	  glutamate	  and	  NMDA,	  AMPA	  and	  kainate	  receptor	  agonists	  also	  powerfully	  stimulate	  feeding	  when	  microinjected	  into	  the	  lateral	  (Duva,	  et	  al.,	  2001;	  Hettes,	  et	  al.,	  2007;	  2010;	  Stanley,	  et	  al.,	  1993,	  1996)	  and	  	  perifornical/paraventricular	  (Hettes,	  et	  al.,	  2003;	  Lee	  &	  Stanley,	  2005)	  hypothalamus	  as	  well	  as	  the	  NAc	  (Echo,	  et	  al.,	  2001).	  	  1.	  Conditioned	  Flavor	  Preference	  and	  glutamate	  NMDA	  signals.	  Glutamate	  signaling	  has	  also	  been	  shown	  to	  be	  involved	  in	  sugar	  conditioned	  flavor	  preference.	  Golden	  and	  Houpt	  (2007)	  studied	  the	  effects	  of	  systemic	  injections	  of	  the	  non-­‐competitive	  glutamate	  NMDA	  antagonist,	  MK-­‐801	  on	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  fructose-­‐	  CFP.	  Whereas	  vehicle-­‐treated	  rats	  acquired	  a	  preference	  for	  8%	  fructose-­‐associated	  flavor	  over	  the	  0.2%	  saccharin	  associated	  flavor	  when	  given	  a	  two	  bottle	  test,	  rats	  injected	  with	  MK-­‐801	  prior	  to	  conditioning	  were	  blocked	  in	  acquisition	  of	  the	  fructose-­‐CFP	  learning.	  In	  addition,	  MK-­‐801	  substantially	  reduced	  the	  intake	  of	  the	  CS+	  flavor	  during	  training.	  In	  contrast,	  MK-­‐801	  failed	  to	  affect	  the	  expression	  of	  a	  fructose-­‐CFP.	  Thus,	  glutamate	  NMDA	  receptor	  antagonists	  affect	  acquisition,	  but	  not	  expression	  of	  learning	  suggesting	  that	  NMDA	  receptor	  activation	  is	  required	  for	  plasticity	  only	  in	  the	  early	  learning	  process.	  Given	  the	  lack	  of	  studies	  examining	  NMDA	  receptor	  antagonism	  and	  Fat-­‐CFP,	  the	  Second	  Specific	  Aim	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of	  the	  present	  study	  also	  evaluated	  whether	  systemic	  MK-­‐801	  would	  alter	  the	  acquisition	  or	  expression	  of	  fat-­‐CFP	  as	  opposed	  to	  sugar-­‐CFP.	  	  	  
	  	  	  	  	  c.	  DA	  1.	  Rewarding	  consequences	  of	  DA.	   Many	  of	  the	  learned	  associations	  to	  flavor	  cues	  are	  thought	  to	  stem	  from	  the	  connection	  of	  the	  palatability	  of	  food	  and	  the	  reward	  of	  DA	  released	  in	  the	  brain.	  Overeating	  may	  have	  an	  acquired	  drive	  like	  drug	  addiction	  with	  respect	  to	  motivation	  and	  incentive;	  craving,	  wanting	  and	  liking	  occur	  from	  early	  and	  repeated	  exposures	  to	  stimuli	  (Liu,	  et	  al.,	  2010).	  In	  this	  case,	  the	  stimuli	  are	  the	  foods	  ingested	  and	  the	  positive	  and	  rewarding	  consequences	  are	  the	  effects	  from	  those	  foods	  (i.e.,	  release	  of	  DA	  in	  the	  brain).	  There	  are	  many	  findings	  linking	  the	  brain	  DA	  activity	  with	  the	  reward	  value	  of	  sweet	  taste	  and	  the	  motivation	  to	  obtain	  sweet	  rewards	  (Agmo,	  Galvan	  &	  Talmantes,	  1995;	  El-­‐Ghundi,	  et	  al.,	  2003;	  Genn,	  Ahn	  &	  Phillips,	  2004;	  Hajnal,	  Smith	  &	  Norgren,	  2004;	  Imaizumi,	  Takeda	  &	  Fuksiki,	  2000;	  Liu,	  et	  al.,	  2010;	  Pecina,	  et	  al.,	  2003;	  Sawano,	  et	  al.,	  2000;	  Smith,	  2004).	  	  An	  alternative	  view	  postulated	  that	  DA	  systems	  are	  not	  needed	  to	  mediate	  hedonic	  reinforcers	  or	  predictive	  associations	  in	  hedonic	  reward	  learning	  (‘liking’),	  but	  instead	  may	  be	  necessary	  for	  incentive	  salience	  attributions	  (as	  a	  direct	  component	  of	  motivation	  and	  reward)	  to	  the	  neural	  representations	  of	  reward-­‐related	  stimuli	  (‘wanting’)	  (Berridge	  &	  Robinson,	  1998).	  In	  fact,	  Berridge	  (2012)	  concluded	  that	  DA	  does	  not	  cause	  pleasure	  or	  even	  cause	  learning	  about	  reward.	  	  Instead,	  the	  authors	  of	  this	  paper	  believe	  a	  statement	  made	  by	  Wise	  (2006):	  DA	  has	  several	  roles	  in	  the	  ability	  of	  food	  to	  serve	  as	  a	  reward;	  which	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is	  important,	  but	  not	  necessary,	  for	  the	  reinforcement	  function	  of	  rewards	  and	  associations.	  Berridge	  (2012)	  failed	  to	  cite	  any	  evidence	  supporting	  the	  notion	  that	  dopamine	  can	  induce	  hedonic	  feelings	  for	  certain	  actions,	  for	  example,	  drug	  abuse	  and	  self-­‐administration	  (Gardner,	  2005),	  pleasant	  tastes	  to	  humans	  (O’Doherty,	  et	  al.,	  2003),	  food	  intake	  in	  rodents	  (Wise	  &	  Raptis,	  1985)	  and	  sucrose	  intake	  in	  rodents	  (Smith,	  1995;	  Meyers	  &	  Sclafani,	  2001;	  Sclafani	  &	  Ackroff,	  2006;	  Touzani,	  Bodnar	  &	  Sclafani,	  2010b;	  Sclafani,	  Touzani	  &	  Bodnar,	  2011).	  In	  addition,	  Berridge	  (2012)	  also	  fails	  to	  cite	  any	  studies	  supporting	  the	  idea	  that	  DA	  is	  involved	  in	  reward	  learning.	  Many	  of	  the	  studies	  of	  the	  Bodnar	  and	  Sclafani	  labs	  study	  DA	  and	  learning	  through	  conditioned	  flavor	  preferences	  (Yu,	  et	  al.,	  2000a;	  2000b;	  Azzara,	  et	  al.,	  2001;	  Baker,	  et	  al.,	  2003;	  Touzani,	  et	  al.,	  2008;	  2009a;	  Bernal,	  et	  al.,	  2008;	  2009;	  Malkusz,	  et	  al.,	  2012),	  which	  support	  the	  notion	  that	  DA	  is	  involved	  in	  reward	  learning.	  Reward	  function—and	  food	  reward	  in	  particular—is	  only	  one	  of	  the	  many	  functions	  in	  which	  DA	  plays	  an	  important	  contributing	  role.	  DA	  has	  been	  found	  in	  certain	  regions	  of	  the	  brain	  that	  have	  been	  speculated	  to	  regulate	  and	  control	  behavior	  by	  inducing	  pleasurable	  effects,	  including	  the	  hedonic	  feeling	  of	  ingesting	  food.	  These	  neurological	  reward	  systems	  make	  reinforcement	  possible.	  Decreased	  intake	  of	  sweet	  solutions	  have	  been	  observed	  under	  sham-­‐feeding	  and	  real-­‐feeding	  conditions	  following	  treatment	  with	  DA	  antagonists	  (Geary	  &	  Smith,	  1985;	  Muscat	  &	  Willner,	  1989;	  Schneider,	  et	  al.,	  1986a,	  1986b,	  1989,	  1990).	  Correspondingly,	  DA	  mediation	  of	  the	  rewarding	  effect	  of	  fat	  flavor	  is	  suggested	  by	  the	  findings	  that	  corn	  oil	  sham-­‐feeding	  promotes	  NAc	  DA	  release	  (Liang,	  et	  al.,	  2006),	  and	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonists	  suppress	  the	  sham-­‐feeding	  response	  to	  corn	  oil	  and	  real-­‐feeding	  of	  fats	  in	  rats	  (Baker,	  et	  al.,	  2001;	  Davis,	  et	  al.,	  2006;	  Rao,	  et	  al.,	  2008;Weatherford,	  et	  al.,	  1988;	  1990).	  In	  inbred	  mice,	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strain	  differences	  were	  observed	  in	  the	  ability	  of	  the	  D1	  antagonist,	  SCH23390	  to	  significantly	  reduce	  fat	  intake	  whereas	  the	  D2	  antagonist,	  raclopride,	  had	  minimal	  effects	  on	  fat	  intake	  (Dym,	  et	  al.,	  2010).	  Furthermore,	  DA	  D2,	  but	  not	  D1	  receptor	  antagonism	  suppressed	  operant	  responding	  for	  corn	  oil	  in	  mice	  (Yoneda,	  et	  al.,	  2007),	  whereas	  D1,	  but	  not	  D2	  receptor	  antagonism	  attenuated	  place	  preference	  conditioning	  by	  corn	  oil	  intake	  (Imaizumi,	  et	  al.,	  2000).	  Research	  on	  pleasant	  rewards	  have	  demonstrated	  an	  activation	  in	  mesolimbic	  DA	  systems,	  ranging	  from	  food,	  sex,	  and	  drugs	  to	  social	  and	  cognitive	  rewards	  (Becker,	  et	  al.	  2001;	  Roitman,	  et	  al.	  2004;	  Small,	  et	  al.	  2003;	  Thut,	  et	  al.	  1997;	  Volkow	  &	  Wise	  2005;	  Wise,1985).	  Our	  lab	  has	  previously	  studied	  the	  effects	  of	  the	  mesolimbic	  and	  the	  mesotelecephalic	  food	  reward	  pathway	  on	  DA	  (Azzara,	  et	  al.,	  2001;	  Baker,	  et	  al.,	  2003;	  Yu,	  et	  al.	  2000a,	  2000b;	  Sclafani	  &	  Ackroff,	  1994;	  Touzani,	  Bodnar	  &	  Sclafani,	  2009a,	  2009b,	  2010a;	  Sclafani,	  et	  al.,	  1993;	  Sclafani,	  Fanizza	  &	  Azzara,	  1999).	  2.	  Systemic	  DA	  antagonist	  studies.	  A	  systemic	  injection	  of	  raclopride,	  a	  DA	  D2	  antagonist,	  was	  found	  to	  reduce	  the	  preference	  of	  a	  flavored	  10%	  sucrose	  solution	  compared	  to	  a	  second	  flavor	  paired	  with	  a	  saline	  vehicle	  injection	  (Hsaio	  &	  Smith,	  1995).	  Systemic	  injections	  of	  a	  DA	  D1	  antagonist	  (SCH23390)	  but	  not	  a	  DA	  D2	  (Raclopride)	  antagonist	  blocked	  the	  flavor-­‐nutrient	  conditioning	  of	  IG-­‐sucrose	  infusions	  (Azzara,	  et	  al.,	  1999).	  In	  flavor-­‐flavor	  paradigms,	  sham-­‐feeding	  rats	  showed	  preference	  for	  a	  sucrose	  CS+	  associated	  flavor	  in	  two	  bottle	  testing	  as	  opposed	  to	  a	  saccharin	  CS-­‐	  associated	  flavor.	  When	  either	  DA	  D1	  or	  D2	  antagonists	  were	  administered	  with	  the	  two-­‐bottle	  expression	  testing,	  the	  preferences	  were	  dose-­‐dependently	  reduced,	  indicating	  that	  DA	  D1	  and	  D2	  are	  involved	  in	  the	  expression	  of	  conditioned	  preference	  (Yu,	  et	  al.,	  2000a;	  Yu,	  et	  al.,	  2000b).	  In	  a	  subsequent	  study,	  a	  rationed	  portion	  of	  a	  distinctly-­‐flavored	  fructose	  and	  saccharin	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solution	  (CS+)	  and	  another	  flavored	  saccharin	  solution	  (CS-­‐)	  was	  employed	  in	  real-­‐feeding	  rats.	  Systemic	  injections	  with	  SCH23390	  and,	  to	  a	  lesser	  degree,	  Raclopride,	  blocked	  acquisition	  of	  fructose-­‐flavor	  conditioning,	  whereas	  both	  D1	  and	  D2	  antagonism	  significantly	  reduced	  the	  expression	  of	  a	  CS+	  fructose-­‐CFP	  (Baker	  et	  al.,	  2003).	  Thus,	  DA	  has	  been	  proven	  to	  play	  a	  role	  in	  conditioned	  flavor	  preference,	  both	  in	  expression	  and	  acquisition.	  It	  would	  be	  interesting	  to	  know	  which	  brain	  areas,	  particularly	  the	  mesolimbic	  system	  and	  the	  mesotelecephalic	  system,	  are	  activated	  after	  initial	  exposure	  to	  sugars	  and	  fats.	  
	  
4.	  Mesotelencephalic	  DA	  pathway	  Following	  the	  success	  of	  the	  systemic	  studies,	  the	  roles	  of	  sites	  within	  the	  mesotelencephalic	  DA	  reward	  pathway	  were	  explored.	  
	  
a.	  Anatomy	  of	  the	  mesotelecephalic	  pathway	  and	  the	  VTA.	  The	  mesotelencephalic	  pathway	  starts	  with	  the	  Ventral	  Tegmental	  Area	  (VTA).	  The	  VTA	  is	  a	  group	  of	  neurons	  located	  close	  to	  the	  midline	  on	  the	  floor	  of	  the	  mesencephalon	  and	  is	  partially	  populated	  (50%)	  with	  melanin-­‐pigmented	  dopaminergic	  neurons	  (Margolis,	  et	  al.,	  2006).	  The	  VTA	  releases	  DA,	  which	  continues	  to	  the	  following	  areas	  of	  the	  mesotelencephalic	  pathway:	  NAc,	  AMY	  and	  mPFC.	  	  	  
b.	  Relationship	  of	  the	  Mesotelencephalic	  DA	  pathway	  and	  the	  gustatory	  system.	  The	  nucleus	  of	  the	  solitary	  tract	  (NST),	  the	  first	  central	  relay	  of	  the	  gustatory	  system	  (Norgren,	  1995)	  was	  found	  to	  possess	  neural	  connections	  with	  the	  VTA	  (Ito	  &	  Seki,	  1998;	  Kirouac	  and	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Gangluly,	  1995),	  providing	  physical	  connection	  of	  feeding	  to	  a	  DA	  mesotelencephalic	  site.	  The	  gustatory	  system	  also	  has	  connections	  to	  the	  NAc	  through	  the	  parabrachial	  nucleus	  (PBN),	  the	  second	  central	  gustatory	  relay.	  Some	  of	  the	  PBN	  projections	  connects	  heavily	  to	  limbic	  structures	  include	  the	  central	  nucleus	  of	  the	  amygdala,	  the	  lateral	  hypothalamus,	  and	  the	  bed	  nucleus	  of	  the	  stria	  terminalis	  (Norgren,	  1995),	  all	  of	  which	  send	  axons	  to	  the	  NAc	  shell	  (Kirouac	  &	  Ciriello,	  1997)	  and	  are	  connected	  also	  to	  the	  VTA	  (Oades	  &	  Halliday,	  1987;	  Phillippson,	  1979).	  	  	  
c.	  Anatomy	  of	  the	  mesotelecephalic	  pathway	  and	  the	  NAc.	  In	  the	  mesolimbic	  reward	  system	  (part	  of	  the	  mesotelencephalic	  system),	  DA	  is	  sent	  from	  the	  VTA	  to	  the	  NAc	  via	  the	  medial	  forebrain	  bundle	  (MFB)	  (Hernandez,	  et	  al.,	  2006).	  The	  NAc	  is	  the	  known	  as	  a	  “reward”	  center	  and	  the	  activation	  of	  the	  MFB	  from	  the	  VTA	  to	  the	  NAc	  is	  sometimes	  called	  the	  “hedonic	  highway”	  (Howard,	  2006).	  The	  NAc	  can	  be	  separated	  into	  two	  areas:	  the	  shell	  and	  the	  core.	  	  The	  NAc	  shell	  plays	  a	  role	  in	  regulating	  motivation,	  reward,	  and	  psychiatric	  disorders	  related	  to	  improper	  regulation	  of	  these	  qualities.	  Particularly	  important	  are	  the	  effects	  of	  drug	  and	  food	  stimuli	  on	  the	  NAc	  shell	  because	  these	  effects	  are	  related	  to	  addiction	  and	  behavioral	  inhibition,	  whereas	  the	  NAc	  core	  is	  involved	  in	  sensory	  motor	  integration,	  reward,	  the	  regulation	  of	  goal-­‐directed	  behavior,	  and	  emotional	  cues	  (di	  Chiara,	  2002).	  DA	  levels	  have	  been	  found	  to	  increase	  in	  both	  the	  NAc	  shell	  and	  NAc	  core,	  when	  drugs	  of	  abuse	  like	  amphetamines	  and	  cocaine	  are	  introduced	  into	  the	  body,	  but	  the	  effect	  of	  these	  increases	  are	  more	  pronounced	  in	  the	  NAc	  shell	  (Pontieri,	  G.	  Tanda,	  &	  Di	  Chiara,	  1995).	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d.	  Anatomy	  of	  the	  mesotelecephalic	  pathway	  and	  the	  AMY.	  Another	  DA	  projection	  of	  the	  mesolimbic	  and	  mesotelecephalic	  reward	  pathway	  is	  from	  the	  VTA	  to	  the	  AMY	  (Bjorklund	  &	  Dunnett,	  2007).	  The	  VTA	  also	  has	  DA	  projections	  to	  the	  Bed	  Nucleus	  of	  the	  Stria	  Terminalis	  (BNST),	  which	  is	  considered	  to	  be	  an	  extended	  part	  of	  the	  AMY	  (Kauer	  &	  Malenka,	  2007).	  The	  AMY	  receives	  DA	  innervation	  from	  VTA	  neurons	  and	  contains	  a	  moderate	  to	  high	  density	  of	  DA	  D1	  receptors	  (Dawson,	  et	  al.,	  1986;	  Mansour,	  et	  al.,	  1990;	  Huang,	  et	  al.,	  1992;	  Asan,	  1997;	  Leonard,	  et	  al.,	  2003).	  One	  of	  the	  projections	  of	  the	  second	  gustatory	  relay	  (PBN)	  is	  to	  the	  limbic	  structures	  (including	  the	  AMY).	  The	  limbic	  structures	  from	  the	  PBN	  then	  project	  to	  the	  NAc	  shell	  (Kirouac	  &	  Ciriello,	  1997)	  and	  these	  limbic	  structures	  are	  connected	  also	  to	  the	  VTA	  (Oades	  &	  Halliday,	  1987;	  Phillippson,	  1979).	  To	  complete	  the	  AMY	  portion	  of	  the	  mesolimbic	  system,	  the	  central	  nucleus	  of	  the	  AMY	  connects	  back	  to	  the	  VTA	  (Baxter	  &	  Murray,	  2002),	  providing	  feedback	  to	  its’	  DA	  projection	  site.	  	  
e.	  Anatomy	  of	  the	  mesotelecephalic	  pathway	  and	  the	  mPFC.	  The	  last	  brain	  site	  in	  the	  mesotelencephalic	  DA	  reward	  pathway	  connects	  the	  VTA	  to	  the	  medial	  prefrontal	  cortex	  (mPFC)	  (Swanson,	  1982),	  via	  the	  DA	  projection	  from	  the	  A10	  cell	  group	  of	  the	  VTA	  (Lindvall,	  Bjorklund	  &	  Divac,	  2010).	  The	  mPFC	  then	  sends	  its	  efferents	  to	  the	  NAc	  (Brog	  et	  al.,	  1993;	  Sesack,	  et	  al.,	  1989;	  Wright	  and	  Groenewegen,	  1995;	  Wright	  et	  al.,	  1996),	  completing	  the	  loop	  of	  the	  mesotelencephalic	  reward	  pathway.	  Lastly,	  there	  is	  also	  a	  strong	  reciprocal	  connectivity	  between	  the	  AMY	  and	  the	  frontal	  cortices	  (including	  mPFC)	  (Aggleton,	  et	  al.,	  1980;	  Berendse,	  et	  al.,	  1992;	  Groenewegen,	  et	  al.,	  1999;	  McDonald,	  1991;	  McDonald,	  et	  al.,	  1996).	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5.	  Mesotelencephalic	  DA	  pathway	  and	  CFP	  
a.	  NAc	  and	  CFP.	  There	  are	  also	  previous	  experiments	  of	  conditioned	  flavor	  preference	  paradigms	  that	  implicate	  the	  mesotelencephalic	  DA	  reward	  pathway	  in	  food	  reward.	  When	  testing	  for	  flavor-­‐flavor	  learning	  and	  orosensory	  consequences,	  microinjections	  of	  D1	  and	  D2	  DA	  antagonists	  into	  the	  NAc	  shell	  attenuated	  the	  expression	  of	  fructose-­‐CFP.	  Whereas	  these	  antagonists	  did	  not	  block	  the	  initial	  acquisition,	  they	  hastened	  the	  subsequent	  extinction	  of	  fructose-­‐CFP	  (Bernal,	  et	  al.,	  2008).	  IG	  infusions	  of	  sugars	  enabled	  testing	  of	  flavor	  nutrient	  learning	  and	  the	  effects	  of	  postingestive	  consequences	  through	  the	  NAc.	  Lastly,	  administration	  of	  DA	  D1receptors	  antagonism	  into	  either	  the	  NAc	  Shell	  or	  core	  eliminated	  the	  acquisition	  of	  IG	  glucose-­‐CFP,	  but	  had	  lesser	  effects	  upon	  expression	  (Touzani,	  Bodnar	  and	  Sclafani,	  2008).	  	  	  
	  
b.	  AMY	  and	  CFP.	  Flavor-­‐nutrient	  conditioning	  was	  examined	  through	  IG	  infusions	  of	  glucose	  and	  again,	  the	  acquisition	  of	  CS+	  preference	  was	  blocked	  by	  microinjections	  of	  SCH23390,	  the	  DA	  D1	  antagonist,	  into	  the	  AMY	  (Touzani,	  Bodnar	  &	  Sclafani,	  2009a).	  In	  addition,	  expression	  of	  the	  CS+	  IG	  glucose	  was	  dose-­‐dependently	  reduced	  by	  SCH23390	  and	  blocked	  by	  the	  highest	  dose.	  To	  examine	  site-­‐specificity,	  SCH23390	  was	  separately	  injected	  into	  the	  Basolateral	  	  (BLA)	  and	  central	  (CeA)	  amygdala;	  this	  weakened,	  but	  did	  not	  eliminate	  the	  acquisition	  of	  IG	  glucose-­‐CFP	  (Touzani,	  Bodnar	  &Sclafani,	  2009a),	  thereby	  suggesting	  a	  role	  for	  both	  amygdalar	  nuclei.	  In	  studies	  of	  flavor-­‐flavor	  conditioning	  (Bernal,	  et	  al.,	  2009),	  injections	  of	  SCH23390	  into	  the	  AMY,	  and	  to	  a	  lesser	  degree,	  Raclopride	  (DA	  D2	  antagonist),	  significantly	  reduced	  the	  expression	  of	  CS+	  fructose-­‐CFP.	  Microinjections	  of	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SCH23390	  and	  Raclopride	  into	  the	  AMY	  did	  not	  affect	  the	  initial	  acquisition	  of	  CS+	  fructose-­‐CFP,	  but	  the	  DA	  D1	  antagonist	  hastened	  the	  extinction	  of	  the	  learned	  response.	  The	  results	  of	  the	  AMY	  studies	  were	  similar	  to	  the	  NAc	  shell	  studies,	  which	  may	  suggest	  that	  flavor	  conditioning	  involves	  a	  regionally	  distributed	  network,	  that	  include	  the	  mesolimbic	  and	  mesotelecephalic	  reward	  pathways.	  	  
c.	  mPFC	  and	  CFP.	  The	  mPFC	  was	  also	  studied	  in	  both	  flavor-­‐flavor	  conditioning	  and	  flavor-­‐nutrient	  conditioning.	  In	  flavor-­‐flavor	  conditioning,	  DA	  D2	  receptor	  antagonism	  in	  the	  mPFC	  was	  more	  effective	  than	  DA	  D1	  receptor	  antagonism	  in	  dose-­‐dependently	  reducing	  the	  expression	  of	  fructose-­‐CFP	  (Malkusz,	  et	  al.,	  2008;	  Malkusz,	  et	  al.,	  2009).	  Acquisition	  of	  fructose-­‐CFP	  was	  blocked	  by	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonists	  into	  the	  mPFC	  (Malkusz,	  et	  al.,	  2010)	  and	  was	  the	  only	  site	  where	  both	  antagonists	  blocked	  flavor-­‐flavor	  conditioning	  during	  training.	  Malkusz,	  et	  al.,	  (2012)	  later	  found	  evidence	  for	  the	  reciprocal	  connections	  between	  mPFC	  and	  the	  AMY	  using	  higher	  DA	  antagonist	  doses.	  Acquisition,	  but	  not	  expression	  for	  fructose-­‐CFP	  is	  dependent	  on	  DA	  D1	  and	  D2	  receptor	  signaling	  in	  the	  mPFC	  (and	  the	  DA	  D2	  receptor	  in	  the	  AMY,	  while	  the	  NAc	  does	  not	  seem	  to)	  play	  a	  role	  in	  flavor-­‐flavor	  acquisition.	  For	  flavor-­‐nutrient	  conditioning,	  glucose	  was	  infused	  into	  the	  stomach.	  SCH23990,	  the	  DA	  D1	  antagonist,	  was	  injected	  into	  the	  mPFC	  and	  dose-­‐dependently	  reduced	  the	  expression	  of	  IG	  glucose-­‐CFP	  (Touzani,	  Bodnar	  &	  Sclafani,	  2010a).	  The	  rats	  in	  the	  acquisition	  study	  that	  were	  treated	  with	  SCH23990	  into	  the	  mPFC	  failed	  to	  prefer	  CS+	  of	  IG	  glucose,	  in	  comparison	  to	  the	  control	  rats	  (Touzani,	  Bodnar	  &	  Sclafani,	  2010a).	  The	  results	  of	  this	  acquisition	  study	  that	  IG	  glucose	  flavor-­‐nutrient	  preferences	  were	  blocked	  by	  DA	  D1	  antagonism	  in	  the	  mPFC	  are	  similar	  to	  the	  results	  found	  in	  the	  NAc	  (Touzani,	  Bodnar	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&Sclafani,	  2008)	  and	  the	  AMY	  (Touzani,	  Bodnar	  &	  Sclafani,	  2009)	  indicating	  a	  further	  case	  of	  a	  distributed	  brain	  network	  mediating	  this	  response	  (Touzani,	  Bodnar	  &	  Sclafani,	  2010b).	  Given	  the	  lack	  of	  studies	  examining	  DA	  D1	  and	  D2	  receptor	  antagonism	  and	  Fat-­‐CFP,	  the	  First	  Specific	  Aim	  of	  the	  present	  study	  also	  evaluated	  whether	  systemic	  SCH23390	  or	  raclopride	  would	  alter	  the	  acquisition	  or	  expression	  of	  fat-­‐CFP	  as	  opposed	  to	  sugar-­‐CFP.	  	  
6.	  Nigrostriatal	  DA	  pathway	  and	  feeding	  Another	  DA	  pathway	  associated	  with	  feeding	  is	  the	  nigrostriatal	  pathway,	  which	  connects	  the	  substantia	  nigra	  to	  the	  striatum	  (Swanson,	  1982).	  More	  specifically,	  the	  substantia	  nigra	  pars	  compacta	  (SNpc)	  is	  made	  of	  up	  of	  large	  DA	  containing-­‐cells	  and	  project	  to	  the	  caudate	  and	  putamen	  in	  a	  topographic	  manner	  (Haber,	  et	  al,	  2000).	  Infusions	  of	  the	  glucose	  metabolism	  inhibitor	  2-­‐DG	  into	  the	  substantia	  nigra	  increases	  GABAergic	  signaling,	  possibly	  influencing	  DA	  release	  in	  the	  striatum	  (During,	  et	  al,	  1995).	  2-­‐DG	  inhibits	  GABA	  release	  and	  simultaneously	  increases	  striatal	  DA	  release,	  suggesting	  a	  disinhibition	  of	  nigrostiatal	  neurons.	  	  The	  dorsal	  striatum	  (the	  caudate	  and	  the	  putamen:CPu)	  has	  also	  been	  associated	  with	  DA	  release	  during	  feeding.	  Ungerstedt	  (1971)	  found	  that	  the	  dorsal	  striatum	  was	  important	  in	  feeding	  by	  using	  the	  neurotoxin	  6-­‐OHDA	  to	  lesion	  dopaminergic	  neurons.	  Later	  studies	  verified	  this	  finding	  of	  DA	  depletions	  by	  affecting	  the	  whole	  striatum	  (including	  the	  CPu)	  leading	  to	  aphagia	  (Dunnett	  &	  Iversen,	  1980;	  Jicha	  &	  Salamone,	  1991;	  Koob,	  et	  al.,	  1978,	  Salamone,	  et	  al.,	  1990).	  In	  addition,	  virally	  mediated	  restoration	  of	  DA	  production	  in	  DA	  deficient	  mice	  reversed	  aphagia	  when	  the	  caudate-­‐putamen	  is	  targeted,	  and	  the	  dorsal	  striatum	  has	  been	  linked	  to	  being	  a	  role	  in	  obtaining	  sufficient	  energy	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(Szcypka,	  et	  al.,	  2001;	  Sotak,	  et	  al.,	  2005).	  Lastly.	  Ren,	  et	  al.,	  (2010)	  found	  that	  like	  the	  NAc,	  the	  dorsal	  striatum	  (CPu)	  could	  be	  induced	  by	  direct	  stimulation	  of	  the	  gastrointestinal	  tract.	  	   In	  addition	  to	  being	  released	  during	  feeding,	  the	  amount	  of	  DA	  release	  in	  the	  CPu	  has	  been	  found	  to	  correlate	  with	  the	  degree	  of	  pleasure	  the	  food	  induces	  (Small,	  et	  al,	  2003;	  Szcypka,	  et	  al.,	  2001).	  Small,	  et	  al.	  (2003)	  found	  evidence	  of	  feeding-­‐induced	  DA	  release	  in	  humans	  and	  suggests	  that	  food	  reward	  is	  related	  to	  DA	  action	  in	  the	  dorsal	  striatum.	  Researchers	  found	  that	  the	  dorsal	  striatum	  is	  less	  responsive	  to	  food	  reward	  in	  obese,	  relative	  to	  lean	  individuals.	  The	  reason	  is	  that	  obese	  individuals	  potentially	  have	  reduced	  DA	  D2	  receptor	  density	  and	  compromised	  dopamine	  signaling,	  which	  may	  prompt	  them	  to	  overeat	  in	  an	  effort	  to	  compensate	  for	  this	  reward	  deficit	  (Stice,	  et	  al.,	  2008,	  Rothemund,	  et	  al.	  2007).	  Ferreira,	  et	  al	  (2012)	  found	  that	  extracellular	  dorsal	  striatum	  dopamine	  levels	  increased	  in	  proportion	  to	  the	  infusates'	  caloric	  density	  from	  their	  studies	  on	  microdialysis	  measurements	  taken	  through	  dry	  licking	  behaviors.	  Extracellular	  DA	  levels	  were	  more	  closely	  associated	  with	  the	  amounts	  of	  calories	  consumed	  (via	  IG	  methods)	  than	  with	  the	  motor	  behaviors	  associated	  with	  the	  IG	  infusions.	  Due	  to	  the	  fact	  that	  DA	  is	  released	  from	  the	  SNpc	  to	  the	  CPu	  and	  this	  DA	  release	  was	  correlated	  with	  the	  amount	  of	  pleasure	  by	  intake,	  the	  nigrostriatal	  pathway	  will	  also	  be	  investigated.	  Thus,	  Specific	  Aim	  4	  will	  examine	  how	  sugars	  and	  fats	  (through	  differing	  levels	  of	  orosensory	  and	  post-­‐ingestive	  avenues)	  affect	  DA	  release	  in	  the	  VTA	  and	  its	  major	  projection	  areas	  (NAc,	  AMY	  and	  mPFC)	  as	  well	  as	  the	  dorsal	  striatum	  of	  the	  nigrostriatal	  system.	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7.	  c-­‐Fos	  
	   The	  c-­‐Fos	  technique	  will	  be	  used	  to	  examine	  the	  intake	  of	  sugars	  and	  fats	  activates	  all	  
of	  the	  previously	  aforementioned	  areas	  in	  Specific	  Aim	  4.	  
	  
a.	  Reliability	  of	  c-­‐Fos	  as	  a	  neuronal	  marker.	  c-­‐Fos	  is	  used	  an	  indirect	  marker	  of	  neuronal	  activity	  because	  this	  protoonco-­‐gene	  is	  often	  expressed	  when	  neurons	  fire	  action	  potentials	  (VanElakker,	  et	  al.,	  2008;	  Dragunow	  &	  Faull,	  1989).	  In	  addition,	  the	  upregulation	  of	  c-­‐fos	  mRNA	  in	  a	  neuron	  indicates	  recent	  activity	  (Day,	  et	  al.,	  2008).	  c-­‐Fos	  is	  a	  reliable	  neuronal	  marker	  and	  its’	  use	  can	  be	  justified	  from	  its’	  advantages.	  First,	  activation	  of	  the	  c-­‐Fos	  gene	  by	  a	  sensory	  stimulus	  results	  in	  c-­‐Fos	  protein	  synthesis	  within	  1h	  (Morgan	  &	  Curran,	  1991),	  so	  immediate	  results	  can	  be	  obtained	  with	  perfusion	  of	  the	  rat	  brain.	  Several	  studies	  have	  demonstrated	  a	  coincidence	  between	  Fos-­‐like	  immunoreactivity	  and	  (14C)-­‐2-­‐	  deoxyglucose	  uptake	  thus	  suggesting	  a	  tight	  correlation	  between	  neuronal	  activity	  and	  the	  expression	  of	  c-­‐fos.	  (Streefland,	  et	  al.,	  1996).	  In	  addition,	  the	  pattern	  of	  c-­‐Fos	  expression	  in	  the	  brain	  provides	  cellular	  resolution	  of	  neural	  activity	  that	  can	  be	  quantified	  by	  counting	  the	  number	  of	  labeled	  cells	  (Sagar,	  Sharo,	  &	  Curran,	  1988).	  	  The	  degree	  of	  c-­‐Fos	  expression	  can	  then	  be	  correlated	  with	  quantifiable	  behavioral	  measures,	  like	  conditioned	  flavor	  preference	  tests.	  Third,	  c-­‐Fos	  allows	  mapping	  of	  neuronal	  populations	  activated	  by	  a	  stimulus.	  Because	  many	  sections	  can	  be	  processed	  for	  c-­‐Fos,	  activity	  in	  multiple	  brain	  regions	  of	  the	  same	  animal	  can	  be	  visualized	  for	  the	  analysis	  of	  a	  distributed	  network.	  Our	  study	  will	  be	  taking	  information	  from	  five	  parts	  of	  the	  brain	  from	  each	  rat.	  This	  is	  unlike	  other	  methods,	  including	  microdialysis,	  which	  cannot	  measure	  multiple	  brain	  areas	  at	  the	  same	  time.	  c-­‐Fos	  also	  has	  better	  spatial	  resolution	  than	  other	  methods.	  Lastly,	  the	  patterns	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of	  c-­‐Fos	  expression	  can	  be	  interpreted	  against	  a	  large	  database	  of	  c-­‐Fos	  literature.	  For	  example,	  c-­‐Fos	  has	  been	  used	  extensively	  to	  map	  the	  sites	  involved	  in	  conditioned	  taste	  aversion	  acquisition	  and	  expression	  (Houpt,	  et	  al.,	  1994;	  Swank,	  Schafe	  &	  Bernstein,	  1995;	  Navarro,	  et	  al,	  2000;	  Koh	  &	  Bernstein,	  2005),	  or	  to	  better	  understand	  neural	  activation	  of	  drug	  addiction	  (Ranaldi,	  et	  al.,	  2011;	  Rotllant,	  et	  al.,	  2010;	  Ferario,	  et	  al.,	  2008).	  	  	  
b.	  Previous	  c-­‐Fos	  studies	  examining	  food	  and	  the	  gustatory	  system.	  There	  are	  many	  studies	  using	  fos-­‐like	  immunoractivity	  (FLI)	  to	  study	  activation	  patterns	  examining	  the	  rewards	  of	  ingestion	  of	  sugars	  and	  fats.	  	  Previous	  studies	  used	  sugar	  ingestion	  to	  study	  the	  role	  of	  taste	  information	  by	  tracing	  the	  pathways	  that	  convey	  taste	  information.	  This	  pathway	  includes	  parts	  of	  the	  brainstem	  of	  the	  central	  gustatory	  system	  used	  to	  process	  taste	  information	  (NTS,	  PBN,	  the	  Vagus	  nerve,	  etc.),	  which	  in	  turn	  innervates	  to	  the	  pancreas.	  The	  pancreas,	  subsequently,	  regulates	  insulin	  and	  sugar	  levels	  in	  the	  body	  (Streefland,	  et	  al.,	  1996).	  These	  studies	  have	  rats	  and	  mice	  ingest	  sugars	  (sucrose,	  glucose	  or	  a	  mixture	  of	  food	  which	  included	  sucrose)	  through	  voluntary	  oral	  means	  (Anseloni,	  et	  al.,	  2005;	  Streefland,	  et	  al.,	  1996;	  Washington,	  et	  al.,	  2010;	  Yamamoto,	  et	  al.,	  2007;	  Zhao,	  et	  al.,	  2011;	  Chen,	  et	  al.,	  2011),	  through	  IG	  infusions	  (Yamamoto,	  et	  al.,	  1997;Yamamoto	  and	  Sawa,	  2000a,	  2000b)	  or	  through	  intraoral	  infusions	  (Schwarz,	  et	  al.,	  2010;	  Harrer,	  et	  al.,	  1996).	  Increased	  levels	  of	  FLI	  found	  in	  the	  NTS	  (Anseloni,	  et	  al.,	  2005;	  Streefland,	  et	  al.,	  1996;	  Schwarz,	  et	  al.,	  2010;	  Yamamoto,	  et	  al.,	  1997,	  Yamamoto	  and	  Sawa,	  2000a,	  2000b;	  Washington,	  et	  al.,	  2010,	  Harrer,	  et	  al.,	  1996;	  Zhao,	  et	  al.,	  2011;	  Chen,	  et	  al.,	  2011),	  in	  the	  PBN	  (Streefland,	  et	  al.,	  1996;	  Yamamoto,	  et	  al.,	  1997;Yamamoto	  and	  Sawa,	  2000a,	  2000b;	  Zhao,	  et	  al.,	  2011;	  Chen,	  et	  al.,	  2011)	  ,	  in	  the	  Area	  Postrema	  (Yamamoto	  and	  Sawa,	  2000a,	  2000b;	  Schwarz,	  et	  al.,	  2010;	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Washington,	  et	  al.,	  2010)	  and	  in	  the	  connections	  to	  the	  Vagus	  nerve	  (Streefland,	  et	  al.,	  1996;	  Washington,	  et	  al.,	  2010).	  These	  studies	  examined	  how	  sugars	  affect	  the	  gustatory	  pathway,	  which	  may	  affect	  the	  mesotelencephalic	  reward	  pathway,	  but	  they	  did	  not	  directly	  study	  dopamine	  or	  reward.	  Other	  studies	  examined	  c-­‐fos	  activation	  and	  satiation	  of	  sweet	  solutions	  and	  found	  increased	  levels	  of	  FLI	  in	  both	  the	  hypothalamus	  and	  supraoptic	  nucleus	  (Naimi,	  et	  al.,	  1997;	  Mitra,	  et	  al.,	  2010).	  In	  addition,	  other	  sugar	  c-­‐fos	  studies	  examined	  the	  effects	  of	  sugar	  with	  hyperalgelsia	  or	  analgesia	  and	  found	  FLI	  activation	  in	  the	  brainstem	  (Anseloni,	  et	  al.,	  2005)	  and	  the	  spinal	  cord	  (Anseloni,	  et	  al.,	  2005;	  Ren,	  et	  al.,	  1997).	  	  Injections	  of	  opioid	  antagonists	  with	  sugar	  consumption	  found	  increases	  only	  in	  the	  central	  nucleus	  of	  the	  AMY	  while	  all	  other	  areas	  were	  not	  significantly	  affected	  (Park	  &	  Carr,	  1998;	  Pomonis,	  et	  al.,	  2000).	  	  	  	  
c.	  C-­‐fos,	  sugar	  consumption	  and	  the	  mesotelencephalic	  areas	  of	  reward.	  In	  studies	  that	  examined	  both	  orosensory	  and	  post-­‐ingestive	  consequences	  of	  sugars,	  oral	  voluntary	  intake	  of	  sugar	  was	  found	  to	  have	  greater	  FLI	  in	  the	  central	  nucleus	  of	  the	  AMY	  (Zhao,	  et	  al.,	  2011;	  Norgren,	  et	  al.,	  2006)	  and	  the	  NAc	  (shell,	  not	  core)	  (Norgren,	  et	  al.,	  2006)	  as	  compared	  to	  control	  brains.	  	  In	  studies	  that	  examine	  the	  FLI	  of	  orosensory	  consequences	  of	  sugar,	  rats	  that	  sham	  licked	  sucrose	  were	  found	  to	  have	  increased	  FLI	  in	  the	  central	  nucleus	  of	  the	  AMY	  and	  in	  the	  NAc	  shell,	  but	  not	  the	  VTA	  (Mungarndee,	  Lundy	  &	  Norgren,	  2008).	  Lastly,	  in	  a	  study	  that	  examines	  FLI	  of	  solely	  post-­‐ingestive	  consequences	  of	  sugar,	  IG	  infusion	  of	  sugar	  were	  found	  to	  have	  increased	  levels	  of	  FLI	  in	  the	  NAc,	  IG	  infusion	  of	  glucose	  produced	  increased	  FLI	  in	  only	  the	  central	  nucleus	  of	  the	  AMY	  (Otsubo,	  et	  al.,	  2011),	  whereas	  IG	  infusion	  of	  sucrose	  produced	  increased	  FLI	  in	  both	  the	  central	  nucleus	  
	  31	  
and	  basolateral	  AMY	  (Yamamoto,	  et	  al.,	  2007).	  In	  chronic	  sugar	  exposure	  studies,	  Mitra	  et	  al.,	  (2011),	  found	  that	  adding	  sucrose	  to	  scheduled	  chow	  access	  increases	  the	  FLI	  in	  both	  parts	  of	  the	  NAc	  (shell	  and	  core)	  as	  well	  as	  the	  prefrontal	  cortex	  (including	  mPFC),	  while	  Pecoraro	  and	  Dallman	  (2005)	  found	  after	  sucrose	  concentration	  downshift	  (rats	  were	  expecting	  sugar	  intake),	  there	  was	  a	  greatest	  increase	  of	  FLI	  in	  the	  basolateral	  AMY	  and	  the	  NAc,	  whereas	  the	  VTA	  was	  not	  activated.	  In	  sugar	  conditioning	  studies,	  Hamlin,	  et	  al.,	  (2006)	  found	  that	  after	  extinguished	  natural	  reward	  behaviors	  of	  sugars,	  there	  were	  increased	  FLI	  in	  the	  basolateral	  AMY	  and	  the	  NAc,	  while	  Kerfoot,	  et	  al.	  (2007)	  conditioned	  sugar	  to	  a	  tone	  and	  found	  that	  when	  testing	  the	  CS+	  alone	  (tone)	  there	  were	  increased	  levels	  of	  FLI	  in	  the	  basolateral	  AMY.	  Lastly	  when	  presented	  a	  palatable	  chow	  (30%	  sucrose),	  increased	  levels	  of	  FLI	  were	  found	  in	  the	  VTA	  (Park	  and	  Carr,	  1998).	  The	  current	  study	  will	  expand	  on	  the	  aforementioned	  experiments	  examining	  FLI	  in	  the	  four	  mesotelecephalic	  DA	  reward	  sites	  (mPFC,	  NAc,	  AMY	  and	  VTA),	  and	  one	  nigrostriatal	  site	  (CPu)	  after	  voluntary	  ingestion	  of	  sugars	  and	  fats.	  	  	  
8.	  Rationale,	  Specific	  Aims	  and	  Hypotheses:	  This	  work	  presents	  a	  series	  of	  studies	  that	  evaluated	  the	  role	  of	  the	  dopaminergic,	  the	  opioid	  and	  the	  glutamatergic	  NMDA	  systems	  in	  acquisition	  and	  expression	  of	  preferences	  conditioned	  by	  either	  glucose	  or	  corn-­‐oil.	  The	  selective	  DA	  D1	  receptor	  antagonist	  SCH23390,	  the	  selective	  D2	  receptor	  antagonist	  raclopride,	  the	  general	  opioid	  antagonist	  naltrexone	  and	  the	  non-­‐competitive	  NMDA	  antagonist	  MK-­‐801	  were	  used	  to	  examine	  CFP	  in	  real-­‐feeding	  rats.	  In	  addition,	  this	  work	  also	  presents	  the	  activation	  c-­‐fos	  and	  tyrosine	  hydroxylase	  (TH)	  of	  the	  DA	  mesotelecephalic	  pathway	  and	  the	  DA	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nigrostriatal	  pathway	  after	  intake	  novel	  taste	  stimuli	  of	  glucose,	  fructose,	  corn-­‐oil	  and	  saccharin.	  	  	  	  	  
Specific	  Aims	  and	  Hypotheses:	  
	  
Specific	  Aim	  1:	  Roles	  of	  Dopamine	  D1	  and	  D2	  Receptors	  in	  the	  Acquisition	  and	  Expression	  of	  
Fat-­‐Conditioned	  Flavor	  Preferences	  in	  Rats.	  DA	  D1	  and	  D2	  receptors	  affect	  the	  expression	  and	  acquisition	  of	  sugars	  through	  either	  orosensory	  (F/F)	  or	  post-­‐ingestive	  (F/N)	  means	  or	  a	  combination	  of	  both	  F/F	  and	  F/N	  in	  different	  brain	  areas	  of	  the	  mesotelecephalic	  DA	  pathway	  Fat	  also	  plays	  a	  role	  in	  obesity	  and	  overeating,	  and	  has	  been	  hypothesized	  to	  condition	  F/F	  and	  F/N	  preferences	  as	  well	  (Elizade	  &	  Sclafani,	  1990;	  Dela	  Cruz,	  et	  al,,	  2012a).	  The	  first	  specific	  aim	  will	  examine	  the	  roles	  of	  DA	  D1	  or	  D2	  receptor	  signaling	  by	  determining	  whether	  systemic	  DA	  D1	  (SCH23390)	  or	  DA	  D2	  (Raclopride)	  receptor	  antagonists	  alter	  the	  acquisition	  and/or	  expression	  of	  fat-­‐CFP	  produced	  by	  pairing	  one	  novel	  flavor	  (CS+,	  e.g.,	  cherry)	  with	  a	  more-­‐consumed	  3.5%	  corn	  oil	  (CO:	  fat)	  solution	  relative	  to	  another	  flavor	  (CS−,	  e.g.,	  grape)	  paired	  with	  a	  less-­‐consumed	  0.9%	  CO	  solution.	  	  	  Hypothesized	  Outcome:	  If	  fats	  act	  like	  the	  flavor-­‐flavor	  component	  of	  sugar-­‐CFP,	  it	  is	  hypothesized	  that	  systemic	  administration	  of	  DA	  D1	  or	  D2	  antagonists	  will	  significantly	  reduce	  both	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  CO-­‐CFP	  by	  reducing	  the	  CS+	  preference	  of	  the	  flavor	  associated	  with	  the	  3.5%	  corn-­‐oil	  solution.	  If	  fats	  act	  like	  the	  flavor-­‐nutrient	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component	  of	  sugar-­‐CFP,	  it	  is	  hypothesized	  that	  systemic	  administration	  of	  DA	  D1,	  but	  not	  D2	  antagonists	  will	  significantly	  reduce	  the	  acquisition	  and	  to	  a	  lesser	  degree	  the	  expression	  of	  CO-­‐CFP	  by	  reducing	  the	  CS+	  preference	  of	  the	  flavor	  associated	  with	  the	  3.5%	  corn-­‐oil	  solution.	  
	  
Specific	  Aim	  2:	  Roles	  of	  Opioid	  and	  NMDA	  Receptors	  in	  the	  Acquisition	  and	  Expression	  of	  Fat-­‐
Conditioned	  Flavor	  Preferences	  in	  Rats.	  Impairment	  of	  a	  glutamate	  receptor	  was	  shown	  to	  affect	  expression	  and	  acquisition	  in	  appetitive	  learning	  studies	  (Hernandez,	  et	  al.,	  2005;	  Kelley,	  Smith-­‐Roe	  &	  Holahan,	  1997;	  Yaoshima,	  Morimoto	  &	  Yamamoto,	  2000;	  Stuber	  et	  al.,	  2008;	  Zellner,	  Kest	  &	  Ranaldi,	  2009;	  Zweifel,	  et	  al.,	  2009;	  Golden	  &	  Houpt,	  2007).	  Opioid	  receptor	  antagonists	  have	  been	  found	  to	  suppress	  fat	  intake	  in	  rats	  and	  mice	  (Cole,	  et	  al.,	  1995;	  Dym,	  et	  al.,	  2010;	  Glass,	  et	  al.,	  1998;	  Islam	  &	  Bodnar,	  1990;	  Marks-­‐Kaufman,	  et	  al.,	  1985;	  Naleid,	  et	  al.,	  2007;	  Sahr,	  et	  al.,	  2008).	  The	  second	  specific	  aim	  will	  examine	  the	  specific	  roles	  of	  opioid	  or	  NMDA	  receptor	  signaling	  by	  determining	  whether	  systemic	  opioid	  (naltrexone)	  or	  NMDA	  (MK-­‐801)	  receptor	  antagonists	  alter	  the	  acquisition	  and/or	  expression	  of	  fat-­‐CFP	  produced	  by	  pairing	  one	  novel	  flavor	  (CS+,	  e.g.,	  cherry)	  with	  a	  3.5%	  CO	  solution	  relative	  to	  another	  flavor	  (CS−,	  e.g.,	  grape)	  with	  a	  0.9%	  CO	  solution.	  	  	  Hypothesized	  Outcome:	  If	  fats	  act	  like	  sugars	  in	  producing	  CFP	  elicited	  by	  sugars,	  it	  is	  hypothesized	  that	  systemic	  administration	  of	  NMDA,	  but	  not	  opioid	  antagonists	  will	  significantly	  reduce	  the	  acquisition,	  but	  not	  the	  expression	  of	  CO-­‐CFP.	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Specific	  Aim	  3:	  Roles	  of	  Dopamine	  D1	  and	  D2	  and	  Opioid	  Receptors	  in	  the	  Acquisition	  and	  
Expression	  of	  Glucose-­‐Conditioned	  Flavor	  Preferences	  in	  Rats.	  Previous	  studies	  have	  shown	  that	  glucose,	  either	  directly	  or	  indirectly	  though	  sucrose,	  can	  condition	  both	  flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  learning	  of	  expression	  and	  acquisition	  of	  conditioned	  flavor	  preferences	  (Sclafani	  and	  Ackroff,	  1994;	  Touzani,	  Bodnar	  and	  Sclafani,	  2009a,	  2010a).	  Furthermore,	  intragastric	  infusion	  of	  glucose	  (Touzani,	  Bodnar	  and	  Sclafani,	  2008,	  2009b,	  2010a)	  have	  been	  shown	  to	  produce	  flavor-­‐nutrient	  conditioning.	  The	  third	  specific	  aim	  will	  examine	  the	  specific	  roles	  of	  DA	  and	  opioid	  receptor	  signaling	  by	  determining	  whether	  systemic	  opioid	  (naltrexone),	  DA	  D1	  (SCH23390)	  or	  DA	  D2	  (Raclopride)	  receptor	  antagonists	  alter	  the	  acquisition	  and/or	  expression	  of	  glucose-­‐CFP	  produced	  by	  pairing	  one	  novel	  flavor	  (CS+,	  e.g.,	  cherry)	  with	  a	  more-­‐consumed	  8%	  glucose	  (glu:sugar)	  solution	  relative	  to	  another	  flavor	  (CS−,	  e.g.,	  grape)	  paired	  with	  a	  less-­‐consumed	  2%	  glu	  solution.	  	  	  Hypothesized	  Outcome:	  If	  glucose	  acts	  on	  the	  flavor-­‐flavor	  component	  of	  sugar-­‐CFP,	  it	  is	  hypothesized	  that	  systemic	  administration	  of	  DA	  D1	  or	  DA	  D2	  antagonists	  will	  significantly	  reduce	  both	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  glucose-­‐CFP	  by	  reducing	  the	  CS+	  preference	  of	  the	  flavor	  associated	  with	  the	  8%	  glucose	  solution.	  Correspondingly,	  NMDA	  antagonism	  should	  reduce	  the	  acquisition,	  but	  not	  expression	  of	  glucose-­‐CFP.	  If	  glucose	  acts	  on	  the	  flavor-­‐nutrient	  component	  of	  sugar-­‐CFP,	  it	  is	  hypothesized	  that	  systemic	  administration	  of	  DA	  D1,	  but	  not	  D2	  antagonists	  will	  significantly	  reduce	  the	  acquisition	  and	  to	  a	  lesser	  degree	  the	  expression	  of	  glucose-­‐CFP	  by	  reducing	  the	  CS+	  preference	  of	  the	  flavor	  associated	  with	  the	  8%	  glucose	  solution.	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Specific	  Aim	  4:	  c-­‐fos	  Induction	  in	  the	  Mesotelencephalic	  Reward	  Pathway	  and	  the	  Nigrostrital	  
Pathway	  Sites	  Following	  Oral	  Sugar	  and	  Fat	  Intake	  in	  Rats.	  Taking	  information	  from	  the	  previous	  three	  aims,	  it	  is	  known	  that	  corn-­‐oil	  and	  glucose	  have	  shown	  as	  well	  as	  flavor-­‐nutrient	  conditioning	  (CO:	  Dela	  Cruz,	  et	  al.,	  2012a;	  Elzalde	  &	  Sclafani,	  1990;Glu:	  Sclafani	  and	  Ackroff,	  1994;	  Touzani,	  Bodnar	  and	  Sclafani,	  2009a,	  2010a).	  In	  addition,	  fructose	  has	  only	  been	  seen	  to	  be	  effective	  during	  flavor-­‐flavor	  learning	  (Baker,	  et	  al.,	  2003;	  Sclafani,	  et	  al.,	  1993).	  The	  fourth	  Specific	  Aim	  will	  expose	  rats	  to	  oral	  sugars	  (glucose	  or	  fructose)	  or	  fat	  (corn	  oil),	  and	  examine,	  through	  stereology,	  activated	  cells,	  using	  c-­‐fos	  	  and	  TH	  (tyrosine	  hydroxylase)	  immunohistochemistry	  in	  the	  mesotelencephalic	  pathway	  areas	  of	  the	  VTA,	  AMY	  NAc	  core	  and	  shell,	  and	  mPFC	  as	  well	  as	  the	  nigrostriatal	  pathways	  of	  the	  dorsal	  striatum	  and	  the	  substantia	  nigra,	  pars	  compacta.	  Hypothesized	  Outcome:	  It	  is	  hypothesized	  that	  the	  solutions	  that	  are	  effective	  in	  the	  brain	  through	  combined	  orosensory	  and	  post-­‐ingestive	  avenues	  (glucose	  and	  corn-­‐oil)	  will	  have	  the	  greatest	  c-­‐fos	  activation	  in	  all	  DA-­‐related	  areas;	  whereas	  fructose,	  effective	  through	  orosensory	  (flavor-­‐flavor)	  consequences,	  will	  produce	  activation	  greater	  than	  the	  control	  (water)	  and	  saccharin,	  but	  less	  activation	  than	  either	  glucose	  or	  corn-­‐oil.	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Chapter	  2:General	  Methods	  	  
Subjects.	  Male	  Sprague-­‐Dawley	  rats	  (260-­‐300	  g,	  Charles	  River	  Laboratories,	  Wilmington,	  MA)	  were	  housed	  individually	  in	  wire	  mesh	  cages	  and	  maintained	  on	  a	  12:12	  h	  light/dark	  cycle	  with	  chow	  (5001,	  PMI	  Nutrition	  International,	  Brentwood,	  MO)	  and	  water	  available	  ad	  libitum,	  except	  as	  noted	  below.	  The	  experimental	  protocols	  are	  approved	  by	  the	  Queens	  College	  Institutional	  Animal	  Care	  and	  Use	  Committee	  (Protocol	  69)	  certifying	  that	  all	  subjects	  and	  procedures	  are	  in	  compliance	  with	  the	  National	  Institutes	  of	  Health	  Guide	  for	  Care	  and	  Use	  of	  Laboratory	  Animals.	  
	  
Testing	  Apparatus.	  Accurate	  measurement	  (+	  0.2	  ml)	  of	  the	  presented	  solutions	  were	  insured	  by	  using	  Nalgene	  centrifuge	  tubes	  with	  rubber	  stoppers	  and	  a	  45	  degree	  angle	  metal	  sipper	  tube	  (Lab	  products,	  Seaford,	  DE).	  The	  sipper	  tube	  was	  firmly	  secured	  to	  hanging	  wire	  home	  cages	  through	  a	  taut	  metal	  spring	  (100	  mm)	  with	  clips	  at	  each	  end	  that	  are	  affixed	  to	  the	  sides	  of	  the	  cage	  so	  that	  the	  solutions	  are	  easily	  visible	  to	  the	  experimenter.	  	  	  
Solutions.	  For	  all	  specific	  aims,	  pre-­‐training	  solutions	  of	  0.2%	  saccharin	  (Sigma	  Chemical	  Co,	  St.	  Louis,	  MO)	  were	  given.	  The	  proceeding	  testing	  concentrations	  were	  based	  on	  previous	  effectiveness	  from	  other	  studies	  to	  elicit	  intake	  (Azzara,et	  al.,	  2001;	  Baker,	  et	  al.,	  2003;	  Dela	  Cruz,	  et	  al.,	  2012).	  For	  specific	  aims	  1,	  2	  and	  4,	  rats	  receiving	  corn-­‐oil	  solutions	  were	  given	  3.5%	  corn	  oil	  (CS+)	  or	  0.9%	  (CS-­‐)	  corn	  oil	  with	  suspensions	  of	  0.3%	  xanthan	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gum	  (Sigma)	  paired	  with	  either	  a	  cherry	  Kool-­‐Aid	  flavor	  or	  a	  grape	  Kool-­‐Aid	  flavor.	  For	  specific	  aim	  3,	  rats	  were	  given	  glucose	  solutions	  composed	  of	  8%	  glucose	  (Sigma)(CS+)	  or	  2%	  glucose	  (CS-­‐).	  	  For	  specific	  aim	  4,	  rats	  receiving	  sugars	  were	  given	  8%	  fructose	  (Sigma),	  8%	  glucose	  solution	  (Sigma).	  The	  3.5%	  and	  0.9%	  corn-­‐oil	  concentrations	  are	  isocaloric	  to	  the	  8%	  and	  2%	  sugar	  solutions	  used	  this	  thesis	  and	  in	  another	  conditioning	  flavored	  study	  (Sclafani	  and	  Ackroff,	  unpublished).	  	  	  
Pre-­‐training	  procedures.	  For	  all	  specific	  aims,	  rats	  were	  given	  0.2%	  saccharin	  in	  order	  to	  reduce	  fear	  of	  novel	  stimuli	  and	  to	  acclimate	  the	  subject	  to	  the	  Nalgene	  centrifuge	  tubes	  and	  metal	  sippers.	  Rats	  were	  food	  restricted	  to	  85%	  of	  their	  original	  body	  weight	  and	  were	  given	  the	  pre-­‐training	  solution	  for	  5	  days.	  Afterwards,	  rats	  were	  matched	  in	  their	  respective	  groups	  according	  to	  their	  pre-­‐training	  intakes.	  	  	  
Training	  sessions.	  For	  specific	  aims	  1,	  2	  and	  3,	  naïve	  male	  rats	  were	  given	  ten	  1-­‐bottle	  training	  sessions	  (2	  h/day)	  with	  24	  ml	  of	  the	  CS	  solution	  presented	  on	  odd-­‐numbered	  days,	  and	  24	  ml	  of	  the	  CS-­‐	  solution	  presented	  on	  even-­‐numbered	  days.	  On	  days	  9	  and	  10,	  the	  rats	  had	  access	  to	  a	  second	  sipper	  tube	  containing	  water.	  This	  familiarized	  the	  rats	  to	  the	  presence	  of	  two	  sipper	  tubes	  used	  during	  the	  choice	  tests;	  water	  intake	  was	  negligible	  in	  these	  training	  trials.	  Training	  intakes	  were	  limited	  to	  24	  ml/session	  to	  minimize	  the	  difference	  between	  CS+	  and	  CS-­‐	  intakes.	  The	  left–right	  position	  of	  the	  CS	  and	  water	  sipper	  tubes	  was	  counterbalanced	  over	  the	  2	  days.	  Following	  training,	  the	  rats	  were	  given	  eight	  two-­‐bottle	  choice	  test	  sessions	  (2	  h/day)	  with	  unlimited	  access	  to	  the	  CS+	  vs.	  CS-­‐	  solutions.	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Intakes	  during	  training	  and	  testing	  in	  this	  and	  all	  subsequent	  experiments	  were	  measured	  by	  weighing	  the	  bottles	  before	  and	  after	  the	  2	  h	  sessions.	  Because	  some	  of	  the	  effects	  could	  be	  potentially	  small,	  care	  was	  also	  taken	  to	  minimize	  spillage.	  After	  initially	  weighing	  each	  bottle,	  it	  was	  gently	  shaken	  to	  insure	  appropriate	  flow	  of	  the	  viscous	  corn	  oil	  solutions.	  Any	  effluent	  from	  the	  bottle	  (0.5–1.0	  g)	  was	  collected	  and	  appropriate	  spillage	  adjustments	  were	  made	  to	  obtain	  an	  accurate	  pre-­‐weight	  measurement.	  The	  sipper	  tube	  was	  occluded	  when	  the	  bottles	  were	  placed	  onto	  the	  cage	  and	  subsequently	  removed.	  The	  taut	  steel	  spring	  prevented	  movement	  of	  the	  bottles	  during	  the	  sessions.	  Visual	  inspection	  of	  the	  bottles	  during	  the	  study	  revealed	  minimal	  if	  any	  spillage	  because	  of	  the	  viscosity	  of	  the	  solutions.	  The	  session	  length	  of	  2	  h	  was	  identical	  to	  that	  previously	  used	  in	  assessing	  fructose-­‐CFP	  (Baker	  et	  al.,	  2003,	  2004).	  
Expression	  procedure.	  In	  specific	  aims	  1,	  2	  &3:	  following	  training,	  all	  rats	  were	  given	  10	  daily	  two-­‐bottle	  choice	  test	  sessions	  (2	  h/day)	  with	  the	  CS+	  and	  CS−	  solutions.	  Thirty	  min	  prior	  to	  the	  two-­‐bottle	  test	  sessions,	  all	  rats	  were	  given	  vehicle	  (1	  ml	  0.9%	  saline/kg	  body	  weight,	  sc)	  injections	  for	  the	  first	  two	  sessions.	  The	  rats	  matched	  for	  their	  CS+	  preference	  under	  vehicle	  injections	  received	  differing	  treatment	  (depending	  on	  the	  experiment)	  prior	  to	  two-­‐bottle	  test	  sessions;	  half	  of	  the	  rats	  were	  tested	  with	  an	  ascending	  dose	  order,	  and	  the	  remaining	  rats	  were	  tested	  with	  a	  descending	  dose	  order.	  The	  rats	  were	  tested	  in	  two	  consecutive	  daily	  sessions	  at	  each	  drug	  dose	  with	  the	  left–right	  position	  of	  the	  CS+	  and	  CS−	  solutions	  counterbalanced	  across	  sessions	  to	  control	  for	  position	  effects.	  	  
Acquisition	  procedure.	  	  For	  specific	  aims	  1,	  2	  &	  3:	  groups	  of	  naïve	  male	  rats	  were	  matched	  for	  their	  intakes	  of	  an	  unflavored	  0.2%	  saccharin	  solution	  prior	  to	  training.	  The	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rats	  were	  given	  ten	  1-­‐bottle	  training	  sessions	  (2	  h/day,	  24	  ml)	  with	  the	  CS+/3.5%	  CO	  solution	  presented	  on	  odd-­‐numbered	  sessions,	  and	  the	  CS−/0.9%	  CO	  solution	  presented	  on	  even-­‐numbered	  sessions.	  The	  first	  group	  (VEH)	  received	  vehicle	  (1	  ml	  0.9%	  saline/kg	  body	  weight,	  sc)	  injections	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session.	  The	  experimental	  groups	  received	  daily	  sc	  injections	  of	  the	  drugs	  (SCH,	  Rac,	  NTX	  or	  MK-­‐801)	  of	  differing	  doses	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session.	  Following	  training,	  all	  seven	  groups	  were	  given	  six	  daily	  two-­‐bottle	  choice	  sessions	  (2	  h/day)	  with	  unlimited	  access	  to	  the	  CS+	  and	  CS−	  solutions;	  no	  drugs	  were	  administered	  prior	  to	  these	  sessions.	  The	  positions	  of	  the	  CS+	  and	  CS−	  solutions	  were	  counterbalanced	  across	  sessions.	  
Data	   Analysis.	   For	   specific	  aims	  1,	  2	  &	  3:	   In	   the	   expression	   study,	   training	   intakes	  were	  averaged	   over	   the	   CS+	   and	   CS−	   sessions	   and	   evaluated	   by	   t-­‐tests.	   Intakes	   during	   the	  preference	  tests	  were	  averaged	  over	  the	  two	  sessions	  at	  each	  dose	  and	  evaluated	  with	  two-­‐way	   repeated-­‐measures	   analyses	   of	   variance	   (ANOVA,	   CS	   condition	   vs.	   dose)	   for	   the	  differing	   drug	   groups.	   Separate	   ANOVAs	   evaluated	   percent	   CS+	   intakes	   as	   a	   function	   of	  dose	  for	  the	  differing	  groups.	  
In	  the	  acquisition	  studies	  of	  specific	  aims	  1,	  2	  &	  3,	  training	  intakes	  will	  be	  averaged	  over	  the	  CS+	  and	  CS−	  sessions	  and	  were	  analyzed	  with	  a	  two-­‐way	  randomized-­‐blocks	  ANOVA	  (CS	  conditions	  ×	  Groups).	  Intakes	  during	  the	  preference	  tests	  were	  averaged	  over	  sessions	  1–2,	  3–4,	  and	  5–6	  to	  control	  for	  side	  position	  effects.	  A	  three-­‐way	  randomized-­‐blocks	  ANOVA	  compared	  the	  CS	  intakes	  of	  the	  drug	  antagonist	  groups	  and	  control	  groups	  (Group	  ×	  CS	  ×	  Test).	  A	  separate	  two-­‐way	  ANOVA	  evaluated	  percent	  CS+	  intakes	  of	  the	  groups.	  When	  main	  or	  interaction	  effects	  were	  found,	  Bonferroni	  corrected	  comparisons	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(p	  <	  0.05)	  detected	  significant	  effects.	  
Specific	  aim	  4:	  The	  counts	  for	  the	  three	  representative	  slices	  will	  be	  averaged	  for	  one	  count	  per	  brain	  section	  per	  rat	  across	  all	  four	  brain	  sections.	  A	  two-­‐way	  analysis	  of	  variance	  (type	  of	  sugar/fat	  x	  mode	  of	  food	  entry)	  will	  assess	  if	  there	  are	  any	  conditions	  or	  any	  type	  of	  food	  entry	  in	  a	  specific	  brain	  area	  that	  induces	  greater	  fos-­‐positive	  neurons.	  These	  will	  be	  conducted	  for	  the	  mPFC,	  the	  NAc,	  the	  AMY	  and	  the	  VTA,	  SNc	  and	  CPu.	  Bonferroni	  comparisons	  (p	  <0.05)	  will	  be	  conducted	  for	  pairwise	  comparisons.	  An	  analysis	  of	  covariance	  will	  also	  be	  conducted	  to	  assess	  if	  a	  particular	  brain	  and	  animal	  has	  greater	  activation	  across	  all	  six	  brain	  areas	  examined.	  
	  
Experiment	  1	  procedures	  (DA	  D1	  and	  DA	  D2	  antagonism	  in	  CO-­‐CFP):	  For	  both	  expression	  and	  acquisition,	  CS+-­‐	  associated	  solution	  used	  for	  training	  was	  3.5%	  corn-­‐oil	  solution	  (CO:	  Sigma	  chemical	  Co.,	  St.	  Louis,	  MO)	  while	  the	  CS-­‐associated	  solution	  used	  for	  training	  was	  0.9%	  CO.	  Both	  training	  solutions	  contained	  0.05%	  unsweetened	  grape	  or	  cherry	  Kool-­‐Aid	  (General	  Foods,	  White	  Plains,	  NY)	  and	  prepared	  as	  suspensions	  using	  0.3%	  Xanthan	  gum	  (Sigma).	  Half	  the	  rats	  had	  the	  cherry	  flavor	  added	  to	  the	  3.5%	  CO	  and	  the	  grape	  flavor	  added	  to	  the	  0.9%	  CO,	  while	  the	  flavors	  were	  reversed	  for	  the	  remaining	  rats.	  In	  the	  two	  bottle	  preference	  tests	  the	  cherry	  and	  grape	  flavors	  were	  presented	  in	  0.9%	  CO.	  The	  flavored	  training	  solutions	  are	  referred	  to	  as	  CS+/3.5%CO	  and	  CS-­‐/0.9%	  CO.	  	  	   For	  expression:	  following	  training,	  the	  twenty-­‐two	  naïve	  male	  rats	  were	  given	  10	  daily	  two-­‐bottle	  choice	  test	  sessions	  (2	  h/day)	  with	  the	  CS+	  and	  CS−	  solutions.	  Thirty	  min	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prior	  to	  the	  two-­‐bottle	  test	  sessions,	  all	  rats	  were	  given	  vehicle	  (1	  ml	  0.9%	  saline/kg	  body	  weight,	  sc)	  injections	  for	  the	  first	  two	  sessions.	  Two	  groups	  of	  11	  rats	  matched	  for	  their	  CS+	  preference	  under	  vehicle	  injections	  received	  sc	  treatment	  with	  four	  doses	  (50,	  200,	  400	  and	  800	  nmol/kg)	  of	  SCH23390	  or	  raclopride	  prior	  to	  two-­‐bottle	  test	  sessions;	  half	  of	  the	  rats	  were	  tested	  with	  an	  ascending	  dose	  order,	  and	  the	  remaining	  rats	  were	  tested	  with	  a	  descending	  dose	  order.	  The	  rats	  were	  tested	  in	  two	  consecutive	  daily	  sessions	  at	  each	  drug	  dose	  with	  the	  left–right	  position	  of	  the	  CS+	  and	  CS−	  solutions	  counterbalanced	  across	  sessions	  to	  control	  for	  position	  effects.	  The	  antagonist	  dose	  range	  was	  identical	  to	  that	  used	  in	  our	  prior	  conditioning	  studies	  (Azzara	  et	  al.,	  2001,	  Baker	  et	  al.,	  2003,	  Yu	  et	  al.,	  2000a	  and	  Yu	  et	  al.,	  2000b).	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  For	  acquisition:	  Seven	  groups	  of	  naïve	  male	  rats	  were	  matched	  for	  their	  intakes	  of	  an	  unflavored	  0.2%	  saccharin	  solution	  prior	  to	  training.	  The	  rats	  were	  given	  ten	  1-­‐bottle	  training	  sessions	  (2	  h/day,	  24	  ml)	  with	  the	  CS+/3.5%	  CO	  solution	  presented	  on	  odd-­‐numbered	  sessions,	  and	  the	  CS−/0.9%	  CO	  solution	  presented	  on	  even-­‐numbered	  sessions.	  The	  first	  group	  (VEH,	  n	  =	  8)	  will	  receive	  vehicle	  (1	  ml	  0.9%	  saline/kg	  body	  weight,	  sc)	  injections	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session.	  The	  second	  (SCH25,	  n	  =	  9),	  third	  (SCH50,	  n	  =	  8)	  and	  fourth	  (SCH200,	  n	  =	  11)	  groups	  received	  daily	  sc	  injections	  of	  SCH23390	  at	  respective	  doses	  of	  25,	  50	  and	  200	  nmol/kg	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session.	  The	  fifth	  (RAC50,	  n	  =	  9)	  and	  sixth	  (RAC200,	  n	  =	  7)	  groups	  received	  daily	  sc	  injections	  of	  raclopride	  at	  respective	  doses	  of	  50	  and	  200	  nmol/kg	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session.	  Because	  SCH23390	  and	  raclopride	  reduce	  corn	  oil	  intake,	  the	  seventh	  group	  (Limited	  VEH)	  of	  10	  rats	  received	  daily	  sc	  injections	  of	  vehicle	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session,	  and	  their	  intakes	  were	  limited	  to	  approximate	  the	  reduced	  intakes	  observed	  in	  the	  drug	  groups.	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These	  doses	  were	  similar	  to	  those	  employed	  in	  acquisition	  studies	  with	  sucrose	  in	  sham-­‐feeding	  rats	  and	  fructose	  in	  real-­‐feeding	  rats	  (Baker	  et	  al.,	  2003,	  Yu	  et	  al.,	  2000a	  and	  Yu	  et	  al.,	  2000b).	  Following	  training,	  all	  seven	  groups	  were	  given	  six	  daily	  two-­‐bottle	  choice	  sessions	  (2	  h/day)	  with	  unlimited	  access	  to	  the	  CS+	  and	  CS−	  solutions;	  no	  drugs	  were	  administered	  prior	  to	  these	  sessions.	  The	  positions	  of	  the	  CS+	  and	  CS−	  solutions	  were	  counterbalanced	  across	  sessions.	  
Experiment	  2	  procedures	  (NMDA	  and	  opioid	  antagonism	  in	  CO-­‐CFP):	  The	  same	  CO	  solutions	  were	  used	  as	  experiment	  1.	  In	  addition,	  the	  expression/acquisition	  training	  procedures	  and	  testing	  procedures	  were	  also	  the	  same	  as	  experiment	  1.	  	  	  
NTX	  studies.	  In	  experiment	  2,	  the	  eleven	  naïve	  male	  rats	  received	  sc	  treatment	  with	  four	  doses	  (0.1,	  0.5,	  1	  and	  5	  mg/kg)	  of	  NTX	  (Sigma	  Chemical	  Co.,	  St.	  Louis,	  MO)	  half	  of	  the	  rats	  were	  tested	  with	  an	  ascending	  dose	  order,	  and	  the	  remaining	  rats	  were	  tested	  with	  a	  descending	  dose	  order.	  The	  antagonist	  dose	  range	  was	  identical	  to	  that	  used	  in	  our	  prior	  conditioning	  studies	  with	  sugars	  (Azzara	  et	  al.,	  2000,	  Baker	  et	  al.,	  2004	  and	  Yu	  et	  al.,	  1999).	  The	  session	  length	  of	  2	  h	  was	  identical	  to	  that	  previously	  used	  in	  assessing	  fructose-­‐CFP	  (Baker	  et	  al.,	  2003	  and	  Baker	  et	  al.,	  2004),	  and	  CO-­‐CFP	  (Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012).	  	   In	  acquisition	  training,	  five	  groups	  of	  naïve	  male	  rats	  were	  matched	  for	  their	  intakes	  of	  an	  unflavored	  0.2%	  saccharin	  solution	  prior	  to	  training.	  The	  first	  group	  (VEH,	  n	  =	  8)	  received	  vehicle	  (1	  ml	  0.9%	  saline/kg	  body	  weight,	  sc)	  injections	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session.	  The	  second	  (NTX0.1,	  n	  =	  8),	  third	  (NTX0.5,	  n	  =	  10)	  and	  fourth	  (NTX1.0,	  n	  =	  10)	  groups	  received	  daily	  sc	  injections	  of	  NTX	  at	  respective	  doses	  of	  0.1,	  0.5	  and	  1	  mg/kg	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session.	  Because	  NTX	  reduced	  overall	  CS	  intakes,	  the	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fifth	  group	  (Limited	  VEH)	  of	  17	  rats	  received	  daily	  sc	  injections	  of	  vehicle	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session,	  and	  their	  intakes	  were	  limited	  to	  approximate	  the	  reduced	  intakes	  observed	  in	  the	  different	  drug	  dose	  groups.	  These	  doses	  were	  similar	  to	  those	  employed	  in	  acquisition	  studies	  with	  sugars	  (Baker	  et	  al.,	  2004	  and	  Yu	  et	  al.,	  1999).	  Following	  training,	  all	  five	  groups	  were	  given	  six	  daily	  two-­‐bottle	  choice	  sessions	  (2	  h/day)	  with	  unlimited	  access	  to	  the	  CS+	  and	  CS−	  solutions,	  similar	  to	  those	  described	  in	  experiment	  1.	  	  
MK-­‐801	  Studies.	  Fourteen	  naïve	  male	  rats	  received	  identical	  expression	  training	  and	  testing	  procedures	  described	  above	  except	  that	  vehicle	  (i.p.	  injections)	  and	  three	  doses	  (50,	  100,	  200	  μg/kg,	  i.p.)	  of	  MK-­‐801	  (Sigma)	  was	  administered	  prior	  to	  two-­‐bottle	  test	  sessions.	  This	  dose	  range	  bracketed	  the	  100	  μg/kg	  MK-­‐801	  dose	  used	  in	  a	  previous	  study	  evaluating	  expression	  of	  fructose-­‐CFP	  (Golden	  and	  Houpt,	  2007).	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Three	  groups	  of	  naïve	  male	  rats	  will	  receive	  identical	  acquisition	  training	  and	  testing	  procedures	  described	  above	  except	  that	  vehicle	  (VEH,	  n	  =	  8,	  i.p.),	  MK-­‐801	  (MK100,	  n	  =	  12,	  100	  μg/kg,	  i.p.)	  and	  a	  Limited	  VEH	  (n	  =	  10)	  condition	  were	  administered	  during	  the	  ten	  one-­‐bottle	  training	  sessions.	  Because	  MK-­‐801	  reduced	  overall	  CS	  intakes,	  this	  last	  group	  was	  necessary	  to	  approximate	  the	  reduced	  intake.	  The	  MK-­‐801	  dose	  was	  identical	  to	  that	  employed	  in	  an	  acquisition	  study	  with	  fructose	  (Golden	  and	  Houpt,	  2007).	  
Experiment	  3	  procedures	  (DA	  D1,	  DA	  D2	  and	  NMDA	  antagonism	  in	  glucose-­‐CFP).	  	   In	  experiment	  3,	  rats	  will	  be	  given	  glucose	  solutions	  composed	  of	  8%	  glucose	  (Sigma)	  (CS+)	  or	  2%	  glucose	  (Sigma)(CS-­‐)	  with	  an	  assigned	  associated	  flavor	  of	  cherry	  or	  grape	  Kool-­‐Aid.	  	  Rats	  will	  have	  identical	  expression	  training	  and	  testing	  procedures	  described	  above	  in	  
	   44	  
experiments	  1	  and	  2	  with	  the	  glucose	  solutions.	  In	  the	  expression	  studies,	  that	  vehicle	  (sc	  injections)	  and	  four	  doses	  (0.1,	  0.5,	  1	  and	  5	  mg/kg)	  of	  NTX	  (Sigma	  Chemical	  Co.,	  St.	  Louis,	  MO)	  or	  sc	  treatment	  with	  four	  doses	  (50,	  200,	  400	  and	  800	  nmol/kg)	  of	  SCH23390	  or	  sc	  treatment	  with	  four	  doses	  (50,	  200,	  400	  and	  800	  nmol/kg)	  of	  raclopride	  will	  be	  administered	  prior	  to	  two-­‐bottle	  test	  sessions.	  Furthermore,	  rats	  will	  have	  identical	  acquisition	  and	  testing	  procedures	  described	  above	  in	  experiments	  1	  and	  2	  with	  glucose	  solutions.	  During	  acquisition	  training,	  the	  rats	  will	  receive	  daily	  sc	  injections	  of	  SCH23390	  at	  respective	  doses	  of	  25,	  50	  or	  200	  nmol/kg	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session	  or	  daily	  sc	  injections	  or	  daily	  sc	  injections	  of	  raclopride	  at	  respective	  doses	  of	  50	  or	  200	  nmol/kg	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session	  or	  daily	  sc	  injections	  of	  NTX	  at	  respective	  doses	  of	  0.1,	  0.5	  or	  1.0	  mg/kg	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session.	  	  
Experiment	  4	  procedures	  (c-­‐fos	  examination	  in	  intake	  of	  DA-­‐related	  brain	  areas).	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Experiment	  4	  does	  not	  have	  the	  same	  conditioned-­‐flavored	  preference	  study	  structure	  as	  the	  previous	  three	  experiments.	  	  	  
Oral	  administration	  procedure.	  Rats	  will	  be	  food	  restricted	  to	  85%	  of	  their	  original	  body	  weight	  and	  will	  be	  given	  the	  pre-­‐training	  solution	  for	  5	  days.	  Afterwards,	  rats	  will	  be	  matched	  according	  to	  pre-­‐training	  drinking	  ability	  and	  assigned	  to	  a	  glucose,	  fructose,	  0.9%	  corn-­‐oil,	  3.5%	  corn-­‐oil,	  0.2%	  saccharin,	  xanthan	  gum	  or	  water	  (control)	  condition.	  On	  testing	  day,	  rats	  will	  be	  given	  10ml	  of	  their	  assigned	  solution.	  	  
Cortical	  tissue	  procedures.90	  minutes	  after	  first	  exposure	  to	  the	  solution,	  the	  animals	  will	  be	  anesthetized	  with	  euthosol	  (Virbac	  AH;	  Forth	  Worth,	  TX)	  in	  preparation	  for	  perfusion.	  While	  under	  deep	  anesthesia	  the	  animals	  will	  be	  perfused	  through	  the	  heart	  with	  a	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phosphate	  buffer	  solution	  (PBS)	  followed	  by	  a	  phosphate-­‐buffered	  fixative	  containing	  4%	  paraformaldehyde.	  Brains	  were	  removed	  from	  the	  animals	  and	  fixed	  with	  the	  4%	  paraformaldehyde	  overnight	  at	  4ºC.	  The	  brains	  were	  then	  placed	  in	  30%	  sucrose	  70%	  PBS	  solution	  for	  several	  days	  until	  the	  brains	  have	  been	  dense	  enough	  to	  sink	  to	  the	  bottom	  of	  its	  container.	  The	  brains	  were	  sectioned	  through	  the	  medial	  prefrontal	  cortex	  (mPFC),	  the	  Nucleus	  Accumbens	  (NAc),	  the	  Dorsal	  Striatum	  (Caudate	  and	  Putamen:	  CPu),	  the	  Amygdala	  (AMY)	  the	  Ventral	  Tegmental	  Area	  (VTA)	  and	  the	  Substantia	  Nigra,	  pars	  compacta	  (SNc)	  in	  the	  conronal	  plane	  on	  a	  Sliding	  Microtome	  (Microm	  International).	  Free-­‐floating	  sections	  (40	  µm)	  were	  collected	  into	  different	  wells	  for	  the	  immunohistochemistry	  procedures	  as	  described	  previously	  (Ranaldi,	  et	  al.,	  2010).	  Sections	  will	  first	  be	  washed	  with	  PBS	  and	  then	  blocked	  in	  a	  5%	  Normal	  Goat	  Serum	  (NGS)	  and	  0.2%	  Triton	  x-­‐100	  for	  1	  hour.	  Sections	  will	  then	  be	  incubated	  with	  primary	  antibodies	  (rabbit	  anti-­‐c-­‐fos,	  1:5000,	  EMD	  chemical)	  at	  room	  temperature	  for	  36	  hours	  then	  later	  in	  secondary	  antibodies	  (biotinylated	  goat	  anti-­‐rabbit;	  1:200,	  Vector	  labs,	  Burlingame,	  California)	  also	  in	  room	  temperature	  for	  2	  hours.	  Sections	  will	  be	  rinsed	  several	  times	  in	  PBS	  then	  incubated	  for	  2	  more	  hours	  in	  avidin-­‐horseradish	  peroxidase	  mixture	  (Vector	  labs,	  Burlingame,	  California).	  Sections	  will	  be	  rinsed	  again	  in	  PBS	  and	  then	  reacted	  with	  0.05%	  diaminobenzidine	  in	  the	  presence	  of	  0.0015%	  H2O2.	  The	  sections	  from	  the	  VTA	  will	  be	  double-­‐labeled	  by	  further	  incubating	  the	  sections	  with	  a	  Tyrosine	  Hydroxlyase	  (TH)	  antibody	  (rabbit	  anti-­‐rat	  TH,	  1:2000,	  Millipore,	  Chandlers	  Ford,	  UK)	  and	  visualized	  using	  a	  secondary	  antibody-­‐peroxidase	  complex.	  Sections	  will	  be	  collected	  onto	  gelatin-­‐coated	  slides,	  dried	  overnight	  and	  coverslipped	  with	  a	  Tolune-­‐Based	  Solution	  (TBS).	  Fos-­‐positive	  neurons	  in	  the	  mPFC,	  NAc	  (core	  and	  shell),	  CPu,	  AMY,	  SNc	  and	  VTA	  will	  be	  counted	  in	  at	  least	  three	  representative	  slices	  common	  to	  
	   46	  
animals	  in	  all	  testing	  conditions	  using	  stereo	  investigator	  software	  (Micro	  Bright	  Field,	  Williston,	  VA)	  and	  an	  optical	  microscope	  by	  pairs	  of	  observers	  all	  uninformed	  of	  the	  animal’s	  testing	  condition.	  There	  will	  be	  two	  raters	  per	  section	  in	  order	  to	  insure	  proper	  interrater	  reliability.	  In	  the	  VTA,	  different	  rostro-­‐caudal	  levels	  will	  be	  analyzed	  and	  delineations	  will	  be	  made	  for	  c-­‐Fos	  immunoreactivity	  in	  TH+	  and	  TH-­‐	  neurons.	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Chapter	  3:	  Roles	  of	  dopamine	  D1	  and	  D2	  receptors	  in	  the	  acquisition	  and	  expression	  
of	  fat-­‐conditioned	  flavor	  preferences	  in	  rats	  
	  
Introduction	  Fats	  and	  sugars	  are	  both	  recognized	  as	  contributing	  to	  the	  palatability	  of	  foods,	  overeating,	  and	  diet-­‐induced	  obesity.	  In	  addition	  to	  the	  inherent	  hedonic	  properties	  associated	  with	  these	  nutrients,	  learning	  plays	  an	  important	  role	  in	  the	  preferences	  for	  fat-­‐	  and	  sugar-­‐rich	  foods	  (Sclafani,	  1999).	  	  Preferences	  are	  based	  in	  part	  on	  learned	  associations	  between	  the	  various	  flavor	  elements	  in	  foods,	  flavor–flavor	  conditioning,	  and	  between	  flavor	  cues	  and	  postingestive	  consequences,	  flavor–nutrient	  conditioning.	  Animal	  research	  on	  conditioned	  flavor	  preferences	  (CFP)	  has	  focused	  almost	  exclusively	  on	  sugar	  and	  sweet	  taste,	  and	  the	  putative	  underlying	  roles	  of	  DA	  and	  opioid	  systems	  mediating	  its	  effects	  (Azzara	  et	  al.,	  2000,	  2001;	  Baker	  et	  al.,	  2003,	  2004;	  Holman,	  1975;	  Hsiao	  and	  Smith,	  1995;	  Yu	  et	  al.,	  1999,	  2000a,	  2000b).	  In	  this	  regard,	  flavor-­‐flavor	  conditioning	  studies	  using	  either	  sucrose	  in	  sham-­‐feeding	  rats	  (Yu	  et	  al.,	  1999,	  2000a,	  2000b)	  or	  fructose	  in	  real-­‐feeding	  rats	  (Baker	  et	  al.,	  2003,	  2004),	  identified	  a	  critical	  role	  for	  DA	  D1	  and	  D2,	  but	  not	  opioid,	  receptor	  signaling	  in	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  these	  preferences.	  In	  contrast,	  flavor-­‐nutrient	  conditioning	  studies	  using	  intragastric	  (IG)	  sucrose	  infusions	  (Azzara	  et	  al.,	  2000,	  2001),	  identified	  a	  critical	  role	  for	  DA	  D1,	  but	  not	  D2	  or	  opioid	  receptor	  signaling	  in	  the	  acquisition,	  and	  to	  a	  lesser	  degree,	  the	  expression	  of	  this	  preference.	  In	  addition,	  the	  acquisition	  of	  IG	  glucose	  flavor-­‐nutrient	  preferences	  was	  blocked	  by	  DA	  D1	  antagonism	  into	  the	  nucleus	  accumbens	  (NAc:	  Touzani	  et	  al.,	  2008),	  amygdala	  (AMY:	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Touzani	  et	  al.,	  2009)	  and	  medial	  prefrontal	  cortex	  (mPFC:	  Touzani	  et	  al.,	  2010a),	  indicating	  the	  existence	  of	  a	  distributed	  brain	  network	  mediating	  this	  response	  (see	  review:	  Touzani	  et	  al.,	  2010b).	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonism	  in	  the	  NAc	  and	  AMY	  reduced,	  but	  did	  not	  eliminate	  the	  expression	  of	  fructose-­‐conditioned	  flavor-­‐flavor	  CFP.	  	  The	  acquisition	  of	  a	  fructose-­‐CFP	  was	  completely	  blocked	  by	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonism	  into	  the	  mPFC	  (Malkusz	  et	  al.,	  2010),	  but	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonism	  in	  the	  NAc	  or	  AMY	  only	  hastened	  the	  extinction	  of	  these	  preferences	  (Bernal	  et	  al.,	  2008,	  2009).	  In	  contrast,	  naltrexone	  administered	  into	  either	  the	  shell	  or	  core	  regions	  of	  the	  NAc	  failed	  to	  alter	  the	  expression	  of	  either	  fructose-­‐conditioned	  flavor-­‐flavor	  or	  IG	  glucose-­‐conditioned	  flavor-­‐nutrient	  CFP	  (Bernal	  et	  al.,	  2010).	  	   Rodents	  are	  attracted	  to	  the	  flavor	  of	  fat	  (e.g.,	  corn	  oil)	  and	  nonnutritive	  fat	  substitutes	  (e.g.,	  mineral	  oil,	  sefose)	  from	  an	  early	  age,	  which	  may	  be	  mediated	  by	  taste	  receptors	  for	  fatty	  acids	  (Ackroff	  &	  Sclafani,	  2009;	  Passilly-­‐Degrace	  et	  al.,	  2009).	  In	  addition,	  both	  the	  postingestive	  actions	  and	  orosensory	  properties	  of	  fat	  are	  rewarding	  and	  condition	  a	  CS+	  flavor	  preference	  (Sclafani,	  1999;	  Ackroff	  &	  Sclafani,	  2009).	  DA	  mediation	  of	  the	  rewarding	  effect	  of	  fat	  flavor	  is	  suggested	  by	  the	  findings	  that	  corn	  oil	  sham-­‐feeding	  promotes	  NAc	  DA	  release	  (Liang	  et	  al.,	  2006),	  and	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonists	  suppress	  to	  real-­‐feeding	  of	  fats	  in	  rats	  (Baker	  et	  al.,	  2001;	  Davis	  et	  al.,	  2006;	  Rao	  et	  al.,	  2008;	  Weatherford	  et	  al.,	  1988;	  1990).	  In	  inbred	  mice,	  strain	  differences	  were	  observed	  in	  the	  ability	  of	  the	  D1	  antagonist,	  SCH23390	  to	  significantly	  reduce	  fat	  intake	  whereas	  the	  D2	  antagonist,	  raclopride,	  had	  minimal	  effects	  on	  fat	  intake	  (Dym	  et	  al.,	  2010).	  Furthermore,	  DA	  D2,	  but	  not	  D1	  receptor	  antagonism	  suppressed	  operant	  responding	  for	  corn	  oil	  in	  mice	  (Yoneda	  et	  al.,	  2007),	  whereas	  D1,	  but	  not	  D2	  receptor	  antagonism	  attenuated	  place	  preference	  conditioning	  by	  corn	  oil	  intake	  (Imaizumi	  et	  al.,	  2000).	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The	  present	  study	  examined	  whether	  systemic	  administration	  of	  DA	  D1	  and	  D2	  receptor	  antagonists	  (SCH23390	  and	  raclopride,	  respectively)	  would	  attenuate	  flavor	  preference	  conditioning	  by	  corn	  oil	  ingestion.	  The	  first	  experiment	  revealed	  that	  a	  flavor	  (e.g.,	  cherry)	  paired	  with	  a	  higher	  (3.5%)	  concentration	  of	  a	  corn	  oil	  (CO:	  fat)	  solution	  conditioned	  a	  flavor	  preference	  relative	  to	  a	  flavor	  (e.g.,	  grape)	  paired	  with	  a	  lower	  (0.9%)	  concentration	  of	  a	  CO	  solution.	  	  Consequently	  we	  used	  this	  paradigm	  to	  investigate	  the	  effects	  of	  DA	  receptor	  antagonism	  on	  corn	  oil-­‐CFP.	  To	  this	  end,	  SCH22390	  or	  raclopride,	  at	  different	  doses,	  was	  injected	  systemically	  either	  prior	  to	  testing	  (expression)	  or	  training	  (acquisition)	  sessions.	  Based	  on	  the	  observed	  reductions	  in	  corn	  oil	  sham-­‐feeding	  produced	  by	  both	  SCH23390	  and	  raclopride	  (Weatherford	  et	  al.,	  1988;	  1990),	  we	  expected	  that	  both	  DA	  D1	  and	  D1	  receptors	  antagonists	  would	  impair	  both	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  corn	  oil-­‐CFP.	  	  
Methods	  The	  subjects,	  testing	  apparatus,	  solutions,	  and	  pre-­‐training	  procedures	  are	  described	  in	  the	  general	  methods	  section.	  	  Experiment	  1:	  Pilot	  CO-­‐CFP	  baseline	  study.	  The	  first	  experiment	  determined	  the	  conditioned	  flavor	  preference	  of	  a	  higher	  concentrated	  CO-­‐associated	  flavor	  over	  a	  lower	  concentrated	  CO-­‐associated	  flavor.	  	  Eight	  naïve	  male	  rats	  were	  given	  ten	  1-­‐bottle	  training	  sessions	  (2	  h/day)	  with	  24	  ml	  of	  the	  CS+/3.5%	  CO	  solution	  presented	  on	  odd-­‐numbered	  days,	  and	  24	  ml	  of	  the	  CS-­‐/0.9%	  CO	  solution	  presented	  on	  even-­‐numbered	  days.	  On	  days	  9	  and	  10,	  the	  rats	  had	  access	  to	  a	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second	  sipper	  tube	  containing	  water.	  This	  familiarized	  the	  rats	  to	  the	  presence	  of	  two	  sipper	  tubes	  used	  during	  the	  choice	  tests;	  water	  intake	  was	  negligible	  in	  these	  training	  trials.	  Training	  intakes	  were	  limited	  to	  24	  ml/session	  to	  minimize	  the	  difference	  between	  CS+/3.5%	  CO	  and	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intakes.	  The	  left-­‐right	  position	  of	  the	  CS	  and	  water	  sipper	  tubes	  was	  counterbalanced	  over	  the	  two	  days.	  Following	  training,	  the	  rats	  were	  given	  eight	  two-­‐bottle	  choice	  test	  sessions	  (2	  h/day)	  with	  unlimited	  access	  to	  the	  CS+	  vs.	  CS-­‐	  solutions.	  Intakes	  during	  training	  and	  testing	  in	  this	  and	  all	  subsequent	  experiments	  were	  measured	  by	  weighing	  (0.1	  g)	  the	  bottles	  before	  and	  after	  the	  2	  h	  sessions.	  Because	  some	  of	  the	  effects	  could	  be	  potentially	  small,	  care	  was	  also	  taken	  to	  minimize	  spillage.	  After	  initially	  weighing	  each	  bottle,	  it	  was	  gently	  shaken	  to	  insure	  appropriate	  flow	  of	  the	  viscous	  corn	  oil	  solutions.	  Any	  effluent	  from	  the	  bottle	  (~	  0.5-­‐1.0	  g)	  was	  collected	  and	  appropriate	  spillage	  adjustments	  were	  made	  to	  obtain	  an	  accurate	  pre-­‐weight	  measurement.	  The	  sipper	  tube	  was	  occluded	  when	  the	  bottles	  were	  placed	  onto	  the	  cage	  and	  subsequently	  removed.	  The	  taut	  steel	  spring	  prevented	  movement	  of	  the	  bottles	  during	  the	  sessions.	  Visual	  inspection	  of	  the	  bottles	  during	  the	  study	  revealed	  minimal	  if	  any	  spillage	  because	  of	  the	  viscosity	  of	  the	  solutions.	  The	  session	  length	  of	  2	  h	  was	  identical	  to	  that	  previously	  used	  in	  assessing	  fructose-­‐CFP	  (Baker	  et	  al.,	  2003,	  2004).	  	  	  Experiment	  2:	  Expression	  procedure.	  The	  second	  experiment	  determined	  whether	  D1	  (SCH23390)	  or	  D2	  (raclopride)	  DA	  receptor	  antagonists	  injected	  sc	  altered	  the	  
expression	  of	  CO-­‐CFP	  in	  food	  restricted	  rats.	  	  Twenty-­‐two	  naïve	  male	  rats	  received	  the	  identical	  training	  procedure	  described	  above	  with	  the	  following	  modifications.	  Following	  training,	  all	  rats	  were	  given	  ten	  daily	  two-­‐bottle	  choice	  test	  sessions	  (2h/day)	  with	  the	  CS+	  and	  CS-­‐	  solutions.	  Thirty	  min	  prior	  to	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the	  two-­‐bottle	  test	  sessions,	  all	  rats	  were	  given	  vehicle	  (1ml	  0.9%	  saline/kg	  body	  weight,	  sc)	  injections	  for	  the	  first	  two	  sessions.	  Two	  subgroups	  of	  11	  rats	  matched	  for	  their	  CS+	  preference	  under	  vehicle	  injections	  received	  sc	  treatment	  with	  four	  doses	  (50,	  200,	  400	  and	  800	  nmol/kg)	  of	  SCH23390	  or	  raclopride	  prior	  to	  two-­‐bottle	  test	  sessions;	  half	  of	  the	  rats	  were	  tested	  with	  an	  ascending	  dose	  order,	  and	  the	  remaining	  rats	  were	  tested	  with	  a	  descending	  dose	  order.	  The	  rats	  were	  tested	  in	  two	  consecutive	  daily	  sessions	  at	  each	  drug	  dose	  with	  the	  left-­‐right	  position	  of	  the	  CS+	  and	  CS-­‐	  solutions	  counterbalanced	  across	  sessions	  to	  control	  for	  position	  effects.	  A	  second	  group	  of	  eleven	  rats	  was	  treated	  identically,	  except	  that	  they	  received	  sc	  administration	  of	  the	  D2-­‐like	  antagonist,	  raclopride	  (Sigma)	  at	  doses	  of	  50,	  200,	  400	  and	  800	  nmol/kg.	  The	  antagonist	  dose	  range	  was	  identical	  to	  that	  used	  in	  our	  prior	  conditioning	  studies	  (Azzara	  et	  al.,	  2001;	  Baker	  et	  al.,	  2003;	  Yu	  et	  al.,	  2000a,	  2000b).	  Experiment	  3:	  Acquisition	  procedure.	  The	  third	  experiment	  determined	  whether	  D1	  (SCH23390)	  or	  D2	  (raclopride)	  DA	  receptor	  antagonists	  injected	  sc	  altered	  the	  acquisition	  of	  CO-­‐CFP	  in	  food	  restricted	  rats.	  Seven	  groups	  of	  naïve	  male	  rats	  were	  matched	  for	  their	  intakes	  of	  an	  unflavored	  0.2%	  saccharin	  solution	  prior	  to	  training.	  The	  rats	  were	  given	  ten	  1-­‐bottle	  training	  sessions	  (2	  h/day,	  24	  ml)	  with	  the	  CS+/3.5%	  CO	  solution	  presented	  on	  odd-­‐numbered	  sessions,	  and	  the	  CS-­‐/0.9%	  CO	  solution	  presented	  on	  even-­‐numbered	  sessions.	  The	  first	  group	  (n=8)	  received	  vehicle	  (1	  ml	  0.9%	  saline/	  kg	  body	  weight,	  sc)	  injections	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session.	  The	  second	  (n=9),	  third	  (n=8)	  and	  fourth	  (n=11)	  groups	  received	  daily	  sc	  injections	  of	  SCH23390	  at	  respective	  doses	  of	  25,	  50	  and	  200	  nmol/kg	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session.	  The	  fifth	  (n=9)	  and	  sixth	  (n=7)	  groups	  received	  daily	  sc	  injections	  of	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raclopride	  at	  respective	  doses	  of	  50	  and	  200	  nmol/kg	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session.	  Because	  SCH23390	  and	  raclopride	  reduce	  corn	  oil	  intake,	  the	  seventh	  group	  (Limited	  Control)	  of	  ten	  rats	  received	  daily	  sc	  injections	  of	  vehicle	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session,	  and	  their	  intakes	  were	  limited	  to	  approximate	  the	  reduced	  intakes	  observed	  in	  the	  drug	  groups.	  These	  doses	  were	  similar	  to	  those	  employed	  in	  acquisition	  studies	  with	  sucrose	  in	  sham-­‐feeding	  rats	  and	  fructose	  in	  real-­‐feeding	  rats	  (Baker	  et	  al.,	  2003;	  Yu	  et	  al.,	  2000a,	  2000b).	  Following	  training,	  all	  seven	  groups	  were	  given	  six	  daily	  two-­‐bottle	  choice	  sessions	  (2	  h/day)	  with	  unlimited	  access	  to	  the	  CS+	  and	  CS-­‐	  solutions;	  no	  drugs	  were	  administered	  prior	  to	  these	  sessions.	  The	  positions	  of	  the	  CS+	  and	  CS-­‐	  solutions	  were	  counterbalanced	  across	  sessions.	  The	  statistics	  and	  data	  analysis	  is	  described	  in	  the	  general	  methods.	  	  	  
Results	  Experiment	  1.	  CO-­‐CFP	  pilot	  baseline	  study:	  The	  mean	  1-­‐bottle	  training	  intake	  of	  the	  CS+/3	  .5%	  CO	  solution	  (20.4	  (+1.2)	  g)	  was	  significantly	  (t(1,7)=	  7.77,	  p=0.027)	  higher	  than	  intake	  of	  the	  CS-­‐/	  0.9%	  CO	  solution	  (15.7	  (+1.9)	  g).	  In	  the	  two-­‐bottle	  preference	  tests,	  overall,	  rats	  consumed	  significantly	  more	  CS+	  than	  CS-­‐	  (F(1,7)=	  36.97,	  p<0.0001),	  but	  neither	  total	  intake	  or	  test	  pairs	  (F(3,21)=	  1.70,	  ns)	  nor	  the	  pair	  by	  condition	  interaction	  (F(3,21)=	  0.44,	  ns)	  achieved	  significance.	  CS+	  intakes	  significantly	  exceeded	  CS-­‐	  intakes	  during	  all	  four	  test	  pairs,	  indicating	  a	  CO-­‐CFP	  (Figure	  3.1).	  CS+	  or	  CS-­‐	  intake	  failed	  to	  vary	  across	  the	  four	  test	  pairs;	  total	  intake	  also	  failed	  to	  vary	  across	  pairs.	  Significant	  differences	  in	  the	  percent	  CS+/s	  intakes	  failed	  to	  be	  observed	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(F(3,21)=	  0.71,	  ns)	  across	  the	  first	  (83%),	  second	  (75%),	  third	  (77%)	  and	  fourth	  (75%)	  test	  pairs,	  indicating	  stability	  of	  the	  CO-­‐CFP	  preferences.	  	  	  
	  Experiment	  2A.	  DA	  D1	  receptor	  antagonism	  and	  expression	  of	  CO-­‐CFP.	  The	  mean	  1-­‐bottle	  training	  intakes	  of	  the	  CS+/3.5%	  CO	  (22.5	  (+0.7)	  g)	  and	  CS-­‐/0.9%	  CO	  (20.1	  (+0.8)	  g)	  solutions	  failed	  to	  significantly	  (t(1,10)=	  2.05,	  p=0.068)	  differ	  from	  each	  other	  .	  In	  the	  two-­‐bottle	  choice	  tests,	  overall,	  rats	  consumed	  significantly	  more	  CS+	  than	  CS-­‐	  (F(1,10)=	  162.95,	  p<0.0001);	  total	  intake	  significantly	  varied	  as	  a	  function	  of	  drug	  dose	  (F(4,40)=	  67.78,	  p<0.0001),	  and	  there	  was	  a	  significant	  CS	  x	  Dose	  interaction	  (F(4,40)=	  33.96,	  p<0.0001).	  CS+	  intakes	  significantly	  exceeded	  CS-­‐	  intakes	  at	  the	  0	  (vehicle),	  50	  and	  800	  nmol/kg	  doses	  of	  SCH23390,	  but	  not	  at	  the	  200	  or	  400	  nmol/kg	  doses	  (Figure	  1.2A).	  Rats	  consumed	  significantly	  less	  CS+	  at	  all	  SCH23390	  doses	  as	  compared	  to	  vehicle,	  whereas	  CS-­‐	  intakes	  were	  significantly	  reduced	  following	  the	  two	  highest	  SCH23390	  doses	  (Figure	  2A).	  Correspondingly,	  total	  intake	  significantly	  declined	  following	  the	  50	  (14.8	  (+1.9)	  g),	  200	  (5.3	  (+1.3)	  g),	  400	  (3.4	  (+1.0)	  g)	  and	  800	  (5.4	  (+1.6)	  g)	  nmol/kg	  SCH23390	  doses	  relative	  to	  vehicle	  (34.7	  (+2.0)	  g).	  Significant	  differences	  in	  the	  percent	  CS+	  intakes	  
Figure	  3.1.	  (Baseline	  Study):	  Intakes	  (mean	  in	  g,	  +SEM,	  2	  h)	  of	  CS+/corn	  oil	  (co)	  and	  CS−/co	  solutions	  in	  four	  pairs	  of	  two-­‐bottle	  preference	  tests	  in	  untreated	  animals.	  Significant	  differences	  are	  denoted	  between	  CS+	  and	  CS−/co	  intake	  within	  pairs	  of	  tests.	  The	  percentages	  of	  CS+	  intake	  over	  total	  intake	  are	  denoted	  above	  each	  pair	  of	  values.	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were	  observed	  (F(4,40)=	  3.13,	  p<0.025),	  and	  the	  preference	  (56%)	  at	  the	  200	  nmol/kg	  SCH23390	  dose	  was	  significantly	  lower	  than	  the	  preference	  (88%)	  following	  vehicle	  (Figure	  3.2A).	  Preferences	  at	  the	  50	  (68%),	  400	  (67%)	  and	  800	  (72%)	  nmol/kg	  SCH23390	  doses	  were	  intermediate,	  but	  failed	  to	  significantly	  differ	  from	  the	  vehicle	  test.	  For	  these	  DA	  D1	  receptor	  antagonist	  effects,	  issues	  related	  to	  low	  intakes	  might	  explain	  the	  failure	  to	  detect	  a	  meaningful	  preference.	  Thus,	  the	  observed	  56%	  preference	  following	  the	  200	  nmol/kg	  SCH23390	  dose	  reflected	  a	  difference	  of	  1.2	  g	  between	  the	  CS+	  and	  CS-­‐	  intakes.	  	  Experiment	  2B.	  DA	  D2	  receptor	  antagonism	  and	  expression	  of	  CO-­‐CFP:	  The	  mean	  1-­‐bottle	  training	  intake	  of	  the	  CS+/3.5%	  CO	  solution	  (22.7	  (+0.6)	  g)	  was	  significantly	  (t(1,10)=	  36.23,	  p<0.0001)	  higher	  than	  intake	  of	  the	  CS-­‐/0.9%	  CO	  solution	  (18.0	  (+0.6)	  g).	  In	  the	  two-­‐bottle	  preference	  tests,	  overall,	  rats	  consumed	  significantly	  more	  CS+	  than	  CS-­‐	  (F(1,10)=	  51.87,	  p<0.0001),	  and	  significant	  effects	  were	  observed	  for	  the	  CS	  x	  Dose	  interaction	  (F(4,40)=	  3.35,	  p<0.019),	  but	  not	  across	  drug	  doses	  (F(4,40)=	  0.51,	  ns).	  CS+	  intakes	  significantly	  exceeded	  CS-­‐	  intakes	  at	  the	  0	  (vehicle),	  50,	  400	  and	  800	  nmol/kg	  doses	  of	  raclopride,	  but	  not	  at	  the	  200	  nmol/kg	  dose	  (Figure	  3.2B).	  Rats	  consumed	  significantly	  less	  CS+	  at	  the	  200	  nmol/kg	  raclopride	  dose	  as	  compared	  to	  vehicle,	  whereas	  CS-­‐	  intakes	  were	  significantly	  increased	  following	  the	  50,	  200	  and	  400	  nmol/kg	  raclopride	  doses	  (Figure	  3.2B,	  +).	  Total	  intake	  failed	  to	  differ	  across	  the	  0	  (32.0	  (+1.6)	  g),	  50	  (31.2	  (+1.7)	  g),	  200	  (29.2	  (+1.8)	  g),	  400	  (30.7	  (+1.8)	  g)	  and	  800	  (29.5	  (+1.9)	  g)	  nmol/kg	  raclopride	  dose	  range.	  Significant	  differences	  in	  the	  percent	  CS+	  intakes	  were	  observed	  (F(4,40)=	  3.31,	  p<0.02),	  and	  the	  preference	  (61%)	  at	  the	  200	  nmol/kg	  raclopride	  dose	  was	  significantly	  lower	  than	  the	  preference	  (87%)	  following	  vehicle	  (Figure	  3.2B).	  Preferences	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at	  the	  50	  (70%),	  400	  (71%)	  and	  800	  (85%)	  nmol/kg	  raclopride	  doses	  were	  intermediate,	  but	  failed	  to	  significantly	  differ	  from	  the	  vehicle	  test.	  
	  
	  Experiment	  3.	  DA	  D1	  and	  D2	  receptor	  antagonism	  and	  acquisition	  of	  CO-­‐CFP:	  In	  the	  1-­‐bottle	  training	  intakes,	  overall	  CS+/3.5%	  CO	  intake	  (31.4	  (+2.0)	  g)	  significantly	  (F(1,55)=	  86.80,	  p<0.0001)	  exceeded	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intake	  (19.2	  (+2.2)	  	  gl),	  and	  significant	  differences	  were	  observed	  among	  the	  seven	  groups	  (F(6,55)=	  12.50,	  p<0.0001)	  and	  for	  the	  group	  by	  CS	  	  interaction	  (F(6,55)=	  4.20,	  p<0.002).	  Total	  training	  intakes	  significantly	  differed	  from	  vehicle-­‐treated	  animals	  (36.2	  (+1.9)	  g)	  in	  groups	  trained	  in	  the	  limited	  condition	  (19.0	  (+0.5)	  g),	  SCH23390	  at	  50	  (25.3	  (+3.3)	  g)	  and	  200	  (18.1	  (+1.9)	  g)	  nmol/kg	  and	  raclopride	  at	  200	  nmol/kg	  (16.4	  (+1.0)	  g)	  conditions.	  However	  in	  turn,	  these	  three	  drug	  groups	  failed	  to	  differ	  from	  the	  limited	  group	  in	  total	  training	  intakes.	  CS+/3.5%	  
Figure	  3.2.	  (Expression	  Study):	  Intakes	  (mean	  
in	  g,	  +SEM,	  2	  h)	  of	  CS+/corn	  oil	  (co)	  and	  
CS−/co	  solutions	  in	  two-­‐bottle	  preference	  
tests	  in	  animals	  receiving	  systemic	  injections	  
of	  the	  DA	  D1	  antagonist,	  SCH23390	  (Panel	  A)	  
or	  the	  DA	  D2	  antagonist,	  raclopride	  (Panel	  B)	  
30	  min	  prior	  to	  testing.	  Significant	  
differences	  are	  denoted	  between	  CS+	  and	  
CS−/co	  intake	  within	  an	  injection	  condition	  
(*)	  and	  between	  CS+	  or	  CS-­‐	  intake	  following	  
a	  drug	  dose	  relative	  to	  the	  corresponding	  
vehicle	  treatment	  (+).	  The	  percentages	  of	  
CS+	  intake	  over	  total	  intake	  are	  denoted	  
above	  each	  pair	  of	  values	  with	  significant	  
differences	  relative	  to	  vehicle	  treatment	  (*)	  
noted.	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CO	  training	  intake	  was	  significantly	  greater	  than	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intake	  in	  animals	  receiving	  vehicle,	  SCH23390	  at	  25,	  50	  and	  200	  nmol/kg,	  and	  raclopride	  at	  200	  nmol/kg,	  but	  not	  in	  animals	  receiving	  raclopride	  at	  50	  nmol/kg	  or	  in	  the	  limited	  control	  group	  (Figure	  3.3).	  The	  SCH23390	  trained	  animals	  did	  not	  differ	  significantly	  from	  the	  vehicle	  group	  in	  their	  CS+/3.5%	  CO	  intakes.	  Animals	  trained	  with	  a	  raclopride	  dose	  of	  200	  nmol/kg	  consumed	  significantly	  less	  CS+/3.5%	  CO	  relative	  to	  vehicle-­‐trained	  animals,	  but	  were	  similar	  to	  the	  limited	  control	  group	  (Figure	  3.3).	  Whereas	  animals	  trained	  with	  SCH23390	  at	  50	  or	  200	  nmol/kg	  or	  raclopride	  at	  200	  nmol/kg	  consumed	  significantly	  less	  CS-­‐/0.9%	  CO	  than	  vehicle-­‐treated	  animals,	  they	  failed	  to	  differ	  from	  the	  limited	  control	  group	  (Figure	  3.3).	  	  
	  
	  
	  
	   	  
	  In	  the	  two-­‐bottle	  preference	  tests,	  overall,	  rats	  consumed	  significantly	  more	  (F(1,55)=	  239.18,	  p<0.0001)	  CS+	  (26.5	  g)	  than	  CS-­‐	  (8.3	  g)	  solution,	  and	  significant	  differences	  were	  observed	  among	  the	  seven	  groups	  (F(6,55)=	  5.15,	  p<0.0003)	  and	  for	  the	  interaction	  
Figure	  3.3.	  (Acquisition	  Training	  
Paradigm):	  Training	  intakes	  (mean	  in	  g,	  
+SEM,	  2	  h)	  of	  rats	  exposed	  to	  ten	  1-­‐bottle	  
sessions	  of	  flavored	  corn	  oil	  solutions	  of	  
3.5%	  (CS+/3.5%	  CO,	  Days	  1,	  3,	  5,	  7,	  9)	  or	  
0.9%	  (CS-­‐/0.9%	  CO,	  Days	  2,	  4,	  6,	  8,	  10)	  30	  
min	  following	  systemic	  injections	  of	  
vehicle	  (VEH),	  the	  DA	  D1	  antagonist,	  
SCH23390	  at	  doses	  of	  25	  (S25),	  50	  (S50)	  or	  
200	  (S200)	  nmol/kg	  or	  the	  DA	  D2	  
antagonist,	  raclopride	  at	  doses	  of	  50	  (R50)	  
or	  200	  (R200)	  nmol/kg).	  A	  seventh	  group	  
(LMT)	  received	  vehicle	  injections	  and	  had	  
CS+/3.5%	  CO	  and	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intakes	  
limited	  to	  approximate	  the	  intakes	  of	  the	  
drug	  groups.	  Significant	  differences	  are	  
denoted	  between	  CS+/3.5%	  CO	  and	  
CS−/0.9%	  CO	  intake	  within	  an	  injection	  
condition	  (*)	  and	  between	  CS+/3.5%	  CO	  or	  
CS-­‐/0.9%	  CO	  intake	  following	  a	  drug	  dose	  
relative	  to	  VEH	  treatment	  (+).	  	  
	  57	  
between	  tests	  and	  CS	  (F(2,110)=	  5.06,	  p<0.008),	  but	  not	  among	  tests	  	  (F(2,110)=	  0.52,	  ns)	  or	  for	  the	  interactions	  between	  groups	  and	  tests	  (F(12,110)=	  0.98,	  ns),	  groups	  and	  CS	  (F(6,55)=	  0.94,	  ns)	  or	  among	  groups,	  tests	  and	  CS	  (F(12,110)=	  1.05,	  ns).	  Total	  CS	  intake	  was	  significantly	  lower	  in	  the	  group	  receiving	  raclopride	  at	  a	  200	  nmol/kg	  dose	  (23.0	  (+2.9)	  g)	  relative	  to	  vehicle	  (38.6	  (+2.5)	  g)	  or	  limited	  control	  (32.8	  (+1.5)	  g)	  groups	  during	  testing;	  all	  other	  groups	  were	  similar	  to	  the	  control	  treatments.	  CS+	  intakes	  significantly	  exceeded	  CS-­‐	  intakes	  across	  all	  three	  test	  pairs	  in	  groups	  receiving	  vehicle,	  SCH23390	  at	  doses	  of	  25,	  50	  and	  200	  nmol/kg,	  raclopride	  at	  the	  200	  nmol/kg	  dose,	  and	  the	  limited	  control	  condition	  during	  training	  (Figure	  3.4).	  CS+	  intakes	  significantly	  exceeded	  CS-­‐	  intakes	  for	  the	  first	  and	  second,	  but	  not	  third	  tests	  in	  the	  group	  receiving	  raclopride	  at	  the	  50	  nmol/kg	  dose	  during	  training	  (Figure	  3.4).	  Finally,	  CS+	  intake	  in	  the	  group	  receiving	  raclopride	  at	  the	  50	  nmol/kg	  dose	  was	  significantly	  lower	  in	  the	  first	  test	  pair	  than	  corresponding	  vehicle	  or	  limited	  control	  intake	  (Figure	  3.4).	  Significant	  differences	  in	  the	  percent	  CS+	  intakes	  were	  observed	  among	  tests	  (F(2,110)=	  6.37,	  p<0.002),	  but	  not	  among	  groups	  (F(6,55)=	  0.81,	  ns),	  or	  for	  the	  interaction	  between	  groups	  and	  tests	  	  (F(12,110)=	  1.23,	  ns).	  Thus,	  none	  of	  the	  groups	  significantly	  differed	  from	  each	  other	  in	  the	  magnitude	  of	  their	  corn	  oil-­‐CFP	  across	  the	  three	  tests	  (Figure	  3.4).	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Figure	  3.4.	  (Acquisition	  Study):	  Intakes	  (mean	  in	  g,	  +SEM,	  2	  h)	  of	  three	  pairs	  of	  CS+	  and	  CS−/co	  solutions	  of	  two-­‐
bottle	  preference	  tests.	  During	  training,	  separate	  groups	  received	  vehicle	  (Panel	  A),	  the	  DA	  D1	  antagonist	  
SCH23390	  at	  doses	  of	  25	  (Panel	  B),	  50	  (Panel	  C)	  or	  200	  (Panel	  D)	  nmol/kg	  or	  the	  DA	  D2	  antagonist,	  raclopride	  at	  
doses	  of	  50	  (Panel	  E)	  or	  200	  (Panel	  F)	  nmol/kg.	  An	  additional	  group	  (Limited	  Control,	  Panel	  G)	  received	  vehicle	  
injections	  with	  CO	  intake	  limited	  to	  approximate	  the	  intakes	  of	  the	  drug	  groups.	  Significant	  differences	  (*)	  are	  
denoted	  between	  CS+	  and	  CS−/co	  intake	  within	  each	  test	  and	  each	  group.	  	  	  
Discussion	  The	  present	  study	  was	  designed	  to	  investigate	  the	  role	  of	  DA	  signaling	  in	  fat-­‐CFP.	  Experiment	  1	  demonstrated	  that	  a	  CFP	  could	  be	  conditioned	  in	  male	  rats	  by	  mixing	  one	  novel	  flavor	  (CS+)	  in	  a	  higher	  concentration	  of	  corn	  oil	  (3.5%)	  and	  a	  second	  novel	  flavor	  (CS-­‐)	  in	  a	  lower	  concentration	  (0.9%)	  of	  corn	  oil.	  	  In	  subsequent	  two-­‐bottle	  tests	  with	  each	  flavor	  mixed	  in	  0.9%	  corn	  oil	  solutions,	  rats	  displayed	  significant	  preferences	  (75-­‐83%)	  for	  the	  CS+	  flavor	  that	  persisted	  over	  8	  two-­‐bottle	  test	  sessions.	  These	  findings	  extend	  earlier	  flavor	  preference	  results	  obtained	  with	  rats	  trained	  with	  CS+	  flavored	  corn	  oil	  solutions	  (3.5	  or	  7.1%)	  (Elizalde	  et	  al.,	  1990;	  Mehiel	  &	  Bolles,	  1988).	  The	  preferences	  reported	  in	  these	  earlier	  studies	  were	  measured	  in	  only	  one	  or	  two	  test	  sessions	  whereas	  Experiment	  1	  revealed	  a	  CS+	  preference	  that	  persisted	  over	  at	  least	  8	  test	  sessions.	  The	  consistent	  robustness	  of	  the	  preference	  over	  time	  therefore	  made	  this	  CFP	  protocol	  amenable	  to	  the	  investigation	  of	  the	  effects	  of	  DA	  D1	  and	  D2	  receptor	  antagonists	  on	  the	  expression	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(Experiment	  2)	  and	  acquisition	  (Experiment	  3)	  of	  fat-­‐CFP.	  This	  was	  of	  interest	  in	  view	  of	  published	  studies	  showing	  that	  DA	  receptor	  antagonism	  suppresses	  the	  intake	  of	  fat	  emulsions	  and	  high-­‐fat	  diets	  (Baker	  et	  al.,	  2001;	  Davis	  et	  al.,	  2006;	  Rao	  et	  al.,	  2008;	  Weatherford	  et	  al.,	  1988;	  1990),	  and	  attenuates	  flavor	  conditioning	  by	  sugar	  solutions	  (Azzara	  et	  al.,	  2001;	  Baker	  et	  al.,	  2003;	  Yu	  et	  al.,	  2000a,	  2000b).	  	  
DA	  D1/D2	  Antagonism	  and	  Expression	  of	  CO-­‐CFP:	  In	  the	  two-­‐bottle	  tests	  of	  Experiment	  2,	  the	  rats	  consumed	  significantly	  more	  CS+	  than	  CS-­‐	  following	  vehicle	  treatment	  but	  not	  following	  SCH23390	  at	  the	  200	  and	  400	  nmol/kg	  doses.	  All	  drug	  doses	  significantly	  reduced	  CS+	  intake	  compared	  to	  vehicle,	  but	  at	  50	  nmol/kg	  and,	  unexpectedly	  at	  the	  800	  nmol/kg	  dose,	  CS+	  intake	  exceeded	  CS-­‐	  intake.	  With	  respect	  to	  the	  percent	  CS+	  measure,	  there	  was	  a	  significant	  reduction	  at	  the	  200	  nmol/kg	  dose	  (to	  56%)	  but	  only	  intermediate	  reductions	  at	  the	  other	  SCH23390	  doses	  relative	  to	  vehicle	  (88%).	  	  Large	  reductions	  in	  overall	  intake	  make	  it	  difficult	  to	  discern	  whether	  the	  drug	  is	  affecting	  the	  preference	  per	  se	  or	  is	  reducing	  intake	  to	  such	  the	  extent	  that	  a	  preference	  cannot	  be	  meaningfully	  evaluated.	  We	  can	  see	  this	  in	  the	  200,	  400	  and	  800	  nmol/kg	  doses	  of	  SCH23390	  in	  the	  expression	  study	  (Figure	  3.2).	  In	  order	  to	  remedy	  this,	  future	  studies	  should	  examine	  lower	  doses	  (for	  example,	  10	  or	  25	  nmol/kg)	  to	  examine	  if	  the	  effects	  are,	  in	  fact,	  due	  to	  preference	  as	  opposed	  to	  lower	  intake.	  	  This	  dose-­‐limited	  reduction	  in	  expression	  of	  corn	  oil-­‐CFP	  stands	  in	  contrast	  to	  SCH23390-­‐induced	  eliminations	  of	  the	  expression	  of	  sucrose-­‐CFP	  in	  sham-­‐feeding	  rats	  (Yu	  et	  al.,	  2000a,	  2000b)	  and	  fructose-­‐CFP	  in	  real-­‐feeding	  rats	  (Baker	  et	  al.,	  2003).	  Moreover,	  total	  CS	  intakes	  were	  greatly	  suppressed	  by	  the	  three	  highest	  doses,	  which	  makes	  the	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interpretation	  difficult.	  Thus,	  it	  appears	  that	  DA	  D1	  receptor	  antagonism	  resulted	  in	  at	  best	  a	  modest	  attenuation	  of	  the	  expression	  of	  previously	  learned	  corn	  oil-­‐CFP	  that	  was	  accompanied	  by	  overall	  fat	  intake	  suppression.	  Such	  DA	  D1	  antagonist	  effects	  upon	  the	  expression	  of	  fat-­‐CFP	  is	  not	  unique	  given	  that	  systemic	  DA	  D1	  antagonism	  suppressed	  the	  expression	  of	  a	  preference	  conditioned	  by	  intragastric	  sucrose	  only	  at	  doses	  that	  were	  accompanied	  by	  strong	  sugar	  intake	  suppression	  (Azzara	  et	  al.,	  2001).	  A	  similar	  pattern	  of	  effects	  were	  also	  observed	  for	  the	  expression	  of	  preferences	  conditioned	  by	  intragastric	  glucose	  following	  administration	  of	  SCH23390	  directly	  into	  the	  nucleus	  accumbens,	  amygdala	  or	  medial	  prefrontal	  cortex	  (see	  review:	  Touzani	  et	  al.,	  2010b).	  	  Treatment	  with	  the	  DA	  D2	  antagonist	  raclopride	  blocked	  the	  CS+	  preference	  only	  at	  the	  200	  nmol/kg	  dose,	  which	  also	  significantly	  reduced	  the	  percent	  CS+	  intake	  relative	  to	  the	  vehicle	  (61%	  vs.	  87%).	  In	  contrast	  to	  SCH23390,	  raclopride	  did	  not	  reduce	  total	  CS	  intakes	  during	  the	  two-­‐bottle	  tests.	  Why	  D2	  receptor	  antagonism	  decreased	  CS+	  preferences	  at	  intermediate	  doses	  is	  not	  clear.	  With	  the	  ascending/descending	  dose	  sequences	  used	  here,	  the	  tests	  with	  the	  intermediate	  doses	  occurred	  after	  other	  drug	  doses	  in	  the	  non-­‐reinforced	  sequence.	  The	  affect	  of	  the	  lower	  or	  higher	  doses	  could	  be	  the	  reason	  why	  the	  intermediate	  doses	  were	  effective.	  This	  U-­‐shaped	  dose-­‐response	  curve	  was	  also	  observed	  with	  the	  raclopride	  effect	  on	  the	  expression	  of	  fructose-­‐CFP	  (Baker	  et	  al.,	  2003).	  Further	  study	  is	  needed	  to	  evaluate	  the	  independent	  effects	  of	  these	  raclopride	  doses	  in	  separate	  groups	  of	  animals	  on	  the	  expression	  of	  fat-­‐CFP.	  
DA	  D1/D2	  Antagonism	  and	  Acquisition	  of	  CO-­‐CFP:	  Our	  previous	  studies	  (Azzara	  et	  al.,	  2001;	  Baker	  et	  al.,	  2003;	  Yu	  et	  al.,	  2000a,	  2000b)	  demonstrated	  that	  DA	  D1	  and	  D2	  receptor	  signaling	  was	  essential	  for	  the	  acquisition	  of	  flavor-­‐flavor	  conditioning	  produced	  by	  the	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sweet	  taste	  of	  sugars,	  whereas	  only	  D1	  receptor	  signaling	  was	  essential	  for	  the	  acquisition	  of	  flavor-­‐nutrient	  conditioning	  by	  IG	  sugar.	  In	  these	  studies,	  the	  75-­‐90%	  preference	  observed	  in	  rats	  receiving	  vehicle	  during	  training	  was	  reduced	  to	  ~50%	  (i.e.,	  indifference)	  by	  the	  effective	  antagonist	  treatments.	  In	  the	  present	  study,	  SCH23390	  treatment	  at	  25,	  50	  or	  200	  nmol/kg	  doses	  during	  training	  failed	  to	  significantly	  reduce	  the	  CS+	  preference	  during	  two-­‐bottle	  testing.	  The	  drug	  significantly	  reduced	  total	  CS	  intake	  during	  training,	  but	  not	  the	  intake	  of	  the	  CS+/3.5%	  CO	  solution.	  	  This	  is	  of	  particular	  interest	  because	  the	  200	  nmol/kg	  dose	  used	  in	  the	  prior	  sugar	  conditioning	  studies	  reduced	  the	  intake	  of	  the	  CS+	  as	  well	  as	  CS-­‐	  solutions	  during	  training	  (Baker	  et	  al.,	  2003,	  Yu	  et	  al.,	  2000b).	  	  Hence,	  it	  is	  possible	  that	  the	  failure	  of	  SCH23390	  to	  attenuate	  fat-­‐CFP	  is	  due	  to	  the	  failure	  	  of	  the	  antagonist	  to	  reduce	  CS+	  training	  intakes.	  Why	  SCH23390	  was	  effective	  in	  reducing	  CS+/sugar	  but	  not	  CS+/fat	  is	  not	  clear.	  It	  is	  possible	  that	  the	  3.5%	  corn	  oil	  solution	  (which	  has	  both	  orosensory	  and	  post-­‐oral	  positive	  consequences)	  induces	  more	  DA	  release	  in	  the	  reward	  areas	  involved	  in	  flavor	  preference	  learning	  than	  does	  a	  8%	  fructose	  solution	  in	  real-­‐fed	  rats	  or	  a	  16%	  sucrose	  solution	  in	  sham-­‐fed	  rats.	  Further	  experiments	  are	  needed	  to	  address	  this	  issue.	  With	  raclopride,	  the	  only	  significant	  drug	  acquisition	  effect	  was	  that	  the	  50	  nmol/kg	  dose	  resulted	  in	  a	  “hastening	  of	  extinction”	  of	  the	  CS+	  preference.	  “Hastening	  of	  extinction”	  is	  a	  term	  used	  to	  define	  increasingly	  weaker	  forms	  of	  expression	  as	  time	  goes	  along.	  Reasons	  for	  this	  could	  be	  due	  to	  the	  actual	  weak	  connections	  made	  during	  the	  training.	  Another	  possibility	  to	  explain	  the	  hastening	  of	  extinction	  could	  be	  due	  to	  region-­‐specific	  differences	  in	  learning,	  but	  is	  discounted	  due	  to	  the	  fact	  the	  IG-­‐glucose	  CFP	  is	  reduced	  by	  DA	  D1	  antagonism	  in	  the	  mPFC,	  AMY,	  NAc	  shell	  and	  NAc	  core	  (Touzani,	  et	  al.,	  2008;	  2009a;	  2010b).	  A	  third	  possibility	  would	  be	  to	  also	  test	  “state-­‐dependent	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learning”	  to	  examine	  the	  difference	  between	  the	  testing	  phase	  of	  the	  acquisition	  group	  and	  the	  testing	  phase	  of	  the	  “state-­‐dependent”	  group,	  but	  further	  studies	  need	  to	  be	  done	  in	  order	  to	  examine	  this	  speculation.	  	  	  Corn	  oil-­‐CFP	  has	  both	  orosensory	  and	  viscerosensory	  positive	  reinforcing	  signals	  and	  the	  failure	  of	  raclopride	  to	  affect	  the	  acquisition	  of	  this	  preference	  was	  probably	  due	  to	  the	  postingestive	  consequences	  of	  corn	  oil.	  We	  previously	  reported	  that	  raclopride	  has	  no	  effect	  on	  flavor	  preference	  learning	  induced	  by	  IG	  sugar	  infusions	  (Azzara	  et	  al.,	  2001).	  Thus,	  compared	  to	  DA	  antagonist	  effects	  observed	  in	  sugar-­‐conditioned	  animals	  (Azzara	  et	  al.,	  2001;	  Baker	  et	  al.,	  2003;	  Yu	  et	  al.,	  2000a,	  2000b),	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonism	  is	  much	  less	  effective	  in	  attenuating	  the	  acquisition	  of	  fat-­‐conditioned	  flavor	  preferences.	  In	  contrast	  to	  these	  findings,	  other	  studies	  suggest	  that	  DA	  receptor	  antagonism	  is	  more	  effective	  in	  blocking	  the	  conditioning	  of	  place	  preferences	  by	  fat	  than	  sugar,	  but	  procedural	  and	  species	  (rat	  vs.	  mouse)	  differences	  may	  account	  for	  the	  discrepant	  results	  (Ågmo	  et	  al	  .,	  1995;	  Imaizumi	  et	  al.,	  2000).	  Additional	  studies	  are	  needed	  to	  clarify	  the	  effects	  of	  DA	  receptor	  antagonism	  on	  fat	  vs.	  sucrose-­‐conditioned	  preferences	  and	  to	  differentiate	  between	  the	  flavor	  vs.	  post-­‐ingestive	  reinforcing	  actions	  of	  these	  nutrients.	  	  This	  can	  be	  accomplished	  by	  comparing	  DA	  drug	  effects	  on	  flavor	  conditioning	  by	  IG	  nutrient	  infusions	  as	  compared	  to	  sham-­‐fed	  nutrient	  intakes.	  
Fat	  and	  sugar	  intakes	  and	  preferences	  may	  employ	  different	  central	  processes:	  Sugars	  (e.g.,	  sucrose)	  and	  fats	  (e.g.,	  corn	  oil)	  are	  potent	  stimulators	  of	  intake	  under	  conditions	  of	  brief	  access	  (e.g.,	  Ackerman	  et	  al.,	  1992).	  Intakes	  of	  sugars	  and	  fats	  are	  correspondingly	  dependent	  upon	  DA	  processes	  such	  that	  DA	  antagonists	  suppress	  the	  intake	  of	  sweet	  (Geary	  and	  Smith,	  1985;	  Muscat	  and	  Willner,	  1989;	  Xenakis	  and	  Sclafani,	  1981)	  and	  fat	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(Baker	  et	  al.,	  2001;	  Davis	  et	  al.,	  2006;	  Rao	  et	  al.,	  2008;	  Weatherford	  et	  al.,	  1988;	  1990)	  solutions.	  Similarly,	  both	  sucrose	  (and	  other	  sugars)	  and	  corn	  oil	  each	  elicit	  potent	  and	  persistent	  conditioned	  flavor	  preferences.	  The	  present	  data	  indicate	  that	  one	  aspect	  of	  the	  underlying	  pharmacology,	  DA	  signaling,	  mediating	  the	  two	  preferences	  differ.	  Liang	  and	  co-­‐workers	  (Liang	  et	  al.,	  2012a,	  2012b,	  2012c)	  recently	  investigated	  the	  premise	  that	  sucrose	  intake	  and	  corn	  oil	  intake	  are	  processed	  through	  different	  central	  pathways.	  Their	  initial	  study	  (Liang	  et	  al.,	  2012a)	  demonstrated	  that	  rats	  sustaining	  parabrachial	  nucleus	  lesions	  licked	  significantly	  less	  sucrose	  than	  controls	  under	  free	  access	  conditions,	  but	  that	  lesion	  and	  control	  groups	  consumed	  comparable	  volumes	  of	  corn	  oil.	  In	  operant	  tests,	  rats	  with	  parabrachial	  lesions	  failed	  to	  respond	  at	  all	  for	  sucrose,	  but	  only	  responded	  modestly	  for	  corn	  oil.	  They	  concluded	  that	  parabrachial	  lesions	  dramatically	  reduce	  the	  apparent	  hedonic	  value	  of	  sucrose	  regardless	  of	  condition,	  but	  that	  any	  parabrachial	  influence	  on	  oil	  reward	  only	  occurred	  by	  increasing	  contingent	  motivation.	  A	  second	  study	  (Liang	  et	  al.,	  2012b)	  demonstrated	  that	  whereas	  parabrachial	  nucleus	  lesions	  blocked	  the	  acquisition	  of	  a	  learned	  aversion	  to	  sweet	  and	  corn	  oil	  tastes	  in	  sham-­‐feeding	  rats,	  the	  same	  lesions	  disrupted	  sucrose-­‐conditioned	  taste	  aversions,	  but	  not	  corn	  oil-­‐conditioned	  taste	  aversions	  in	  real-­‐feeding	  rats.	  A	  third	  study	  (Liang	  et	  al.,	  2012c)	  used	  an	  anticipatory	  contrast	  effect	  (ACE)	  in	  which	  an	  animal	  responds	  less	  than	  normally	  to	  a	  first	  stimulus	  when	  it	  is	  followed	  shortly	  by	  a	  second,	  more	  preferred	  solution	  for	  both	  sucrose	  and	  corn	  oil	  solutions.	  Parabrachial	  lesions	  were	  capable	  of	  blocking	  ACE	  development	  to	  either	  sucrose	  or	  corn	  oil.	  Thus,	  collectively,	  it	  appears	  that	  intakes	  of	  corn	  oil	  and	  sucrose	  are	  differentially	  dependent	  upon	  parabrachial	  processes.	  Hence	  the	  present	  results	  lend	  further	  support	  for	  this	  emerging	  premise	  that	  sweet	  and	  fat	  intake	  are	  processed	  through	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different	  central	  pathways,	  and	  extend	  this	  difference	  to	  preferences	  conditioned	  by	  fat	  and	  sugar.	  	  The	  results	  of	  this	  study	  only	  partially	  fit	  the	  hypothesis	  stating	  that	  systemic	  administration	  of	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonists	  will	  significantly	  reduce	  both	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  CO-­‐CFP	  by	  reducing	  the	  CS+	  preference	  of	  the	  flavor	  associated	  with	  the	  3.5%	  CO	  solution.	  The	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonist	  effects	  were	  not	  as	  strong	  as	  expected.	  	  	   While	  DA	  seems	  to	  play	  a	  limited-­‐role	  in	  CO-­‐CFP,	  previous	  research	  from	  sugar-­‐CFP	  studies	  suggest	  that	  NMDA	  and	  Opioids	  do	  play	  a	  role	  in	  feeding	  intake,	  therefore,	  may	  also	  play	  a	  role	  in	  CO-­‐CFP.	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Chapter	  4:	  Roles	  of	  Opioid	  and	  NMDA	  receptors	  in	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  
fat-­‐conditioned	  flavor	  preferences	  in	  rats	  
	  
Introduction	  The	  overconsumption	  of	  sugars	  and	  fats	  appear	  to	  be	  triggered	  by	  both	  their	  inherent	  hedonic	  properties	  as	  well	  as	  their	  respective	  abilities	  to	  trigger	  learned	  preferences	  	  (Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012;	  Sclafani,	  1999;	  Sclafani	  &	  Ackroff,	  2012).	  	  Preferences	  can	  be	  elicited	  on	  the	  basis	  of	  learned	  associations	  either	  between	  flavor	  cues	  and	  the	  orosensory	  aspects	  of	  sugars	  or	  fats	  (flavor–flavor	  conditioning),	  or	  between	  flavor	  cues	  and	  their	  postingestive	  consequences	  (flavor–nutrient	  conditioning).	  The	  brain	  dopamine	  (DA)	  system	  has	  been	  identified	  as	  a	  neurochemical	  substrate	  of	  conditioned	  flavor	  preferences	  (CFP)	  elicited	  by	  sugars	  	  (Azzara	  et	  al.,2001;	  Baker	  et	  al.,	  2003;	  Hsiao	  and	  Smith,	  1995;	  Yu	  et	  al.,	  2000a,	  2000b).	  Flavor-­‐flavor	  conditioning	  studies	  used	  rats	  that	  were	  either	  sham-­‐fed	  sucrose	  	  (Yu	  et	  al.,	  	  2000a,	  2000b)	  or	  real-­‐fed	  fructose	  	  (Baker	  et	  al.,	  2003),	  and	  identified	  a	  critical	  role	  for	  DA	  D1	  and	  D2	  receptor	  signaling	  in	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  sweet-­‐taste	  CFP.	  In	  contrast,	  flavor-­‐nutrient	  conditioning	  studies	  involving	  intragastric	  (IG)	  sucrose	  infusions	  (Azzara	  et	  al.,	  2000),	  identified	  a	  critical	  role	  for	  DA	  D1,	  but	  not	  D2	  receptor	  signaling	  in	  the	  acquisition,	  and	  to	  a	  lesser	  degree,	  the	  expression	  of	  post-­‐oral	  sugar-­‐CFP.	  Brain	  sites	  involved	  in	  DA	  modulation	  of	  sugar-­‐CFP	  included	  the	  nucleus	  accumbens	  NAc:	  Bernal	  et	  al.,	  2008;	  Touzani	  et	  al.,	  2008),	  amygdala	  (AMY:	  Bernal	  et	  al.,	  2009;	  Touzani	  et	  al.,	  2009)	  and	  medial	  prefrontal	  cortex	  (mPFC:	  Malkusz	  et	  al.,	  2012;	  Touzani	  et	  al.,	  2010).	  NMDA	  receptor	  signaling	  was	  also	  implicated	  in	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the	  acquisition,	  but	  not	  the	  expression	  of	  fructose-­‐CFP	  given	  the	  ability	  of	  the	  non-­‐competitive	  NMDA	  antagonist,	  MK-­‐801	  to	  block	  this	  response	  (Golden	  and	  Houpt,	  2007).	  In	  contrast,	  	  systemic	  or	  central	  administration	  of	  the	  general	  opioid	  antagonist,	  naltrexone	  (NTX)	  had	  little	  or	  no	  effect	  in	  the	  flavor	  preferences	  conditioned	  by	  the	  sweet	  taste	  or	  post-­‐oral	  actions	  of	  sugar	  (Azzara	  et	  al.,	  2000;	  Baker	  et	  al.,	  2004;	  Bernal	  et	  al.,	  2010;	  Yu	  et	  al.,	  1999).	  	   	  Rodents	  are	  also	  attracted	  to	  the	  flavor	  of	  fat	  (e.g.,	  corn	  oil,	  CO)	  from	  an	  early	  age,	  which	  may	  be	  mediated	  in	  part	  by	  taste	  receptors	  for	  fatty	  acids	  and	  trigeminal	  “mouth	  feel”	  receptors	  (Ackroff	  &	  Sclafani,	  2009).	  In	  addition,	  both	  the	  postingestive	  actions	  and	  orosensory	  properties	  of	  fat	  are	  rewarding	  and	  condition	  a	  CS+	  flavor	  preference	  (Sclafani,	  1999;	  Ackroff	  &	  Sclafani,	  2009).	  However,	  limited	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonist	  involvement	  was	  observed	  for	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  CO-­‐CFP	  (Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012).	  The	  present	  study	  expanded	  the	  study	  of	  potential	  neurochemical	  substrates	  mediating	  CO-­‐CFP	  by	  examining	  the	  opioid	  and	  NMDA	  signaling	  systems.	  The	  opioid	  system	  has	  been	  implicated	  in	  the	  mediation	  of	  fat	  appetite	  and	  intake.	  In	  particular,	  there	  are	  many	  reports	  of	  opioid	  receptor	  antagonists	  suppressing	  fat	  intake	  in	  rats	  and	  mice	  (Cole	  et	  al.,	  1995;	  Dym	  et	  al.,	  2010;	  Glass	  et	  al.,	  2000;	  Higgs	  and	  Cooper,	  1998;	  Islam	  and	  Bodnar,	  1990;	  Marks-­‐Kaufman	  et	  al.,	  1985;	  Naleid	  et	  al.,	  2007;	  Sahr	  et	  al.,	  2008).	  	  In	  addition,	  administration	  of	  the	  mu-­‐selective	  opioid	  agonist,	  DAMGO	  into	  the	  NAC	  stimulated	  high-­‐fat	  intake	  in	  rats	  (Zhang	  et	  al.,	  1998).	  Place	  preferences	  conditioned	  by	  oral	  intake	  of	  corn	  oil	  or	  a	  high-­‐fat	  snack	  food	  are	  also	  attenuated	  by	  naltrexone	  administration	  (Jarosz	  et	  al.,	  2006;	  Shide	  and	  Blass,	  1991).	  	  However,	  the	  role	  of	  opioid	  receptors	  in	  fat-­‐conditioned	  flavor	  preferences	  has	  not	  been	  investigated.	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The	  involvement	  of	  the	  NMDA	  receptor	  in	  fat	  conditioning	  is	  also	  unknown.	  As	  noted	  above,	  MK-­‐801	  blocks	  fructose-­‐CFP	  (Golden	  &	  Houpt,	  2007).	  A	  role	  for	  glutamate	  and	  its	  receptors	  in	  learning	  has	  been	  well-­‐characterized,	  and	  has	  been	  specifically	  linked	  to	  reward	  components	  of	  food-­‐related	  learning.	  Thus,	  glutamate	  antagonism	  within	  the	  AMY	  and	  NAc	  impaired	  appetitive	  instrumental	  learning	  (Kelley	  et	  al.,	  1997;	  Hernandez	  et	  al.,	  2005).	  Glutamate	  antagonism	  within	  the	  AMY	  also	  impaired	  both	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  conditioned	  taste	  avoidance	  (Yasoshima	  et	  al.,	  2000).	  Within	  the	  VTA,	  glutamate	  antagonists	  impaired	  cue-­‐sucrose	  learning	  and	  DA	  release	  in	  the	  NAc	  elicited	  by	  the	  sucrose-­‐predictive	  cue	  (Stuber	  et	  al.,	  2008;	  Zellner	  et	  al.,	  2009;	  Zweifel	  et	  al.,	  2009).	  Finally,	  glutamate	  also	  interacted	  with	  DA	  within	  the	  NAc,	  AMY	  and	  mPFC	  to	  modulate	  reward-­‐related	  appetitive	  learning	  (Smith-­‐Roe	  &	  Kelley,	  2000;	  Baldwin	  et	  al.,	  2002;	  Andrzejewski	  et	  al.,	  2004).	  Therefore,	  the	  present	  study	  examined	  whether	  systemic	  administration	  of	  opioid	  (NTX)	  and	  NMDA	  (MK-­‐801)	  receptor	  antagonists	  would	  attenuate	  flavor	  preference	  conditioning	  by	  CO	  ingestion.	  To	  this	  end,	  different	  doses	  of	  NTX	  or	  MK-­‐801	  were	  injected	  systemically	  either	  prior	  to	  testing	  (expression	  experiments)	  or	  training	  (acquisition	  experiments)	  sessions.	  Based	  on	  the	  observed	  reductions	  in	  fat	  intake	  produced	  by	  NTX	  (Cole	  et	  al.,	  2005;	  Dym	  et	  al.,	  2010;	  Glass	  et	  al.,	  2000;	  Higgs	  and	  Cooper,	  1998;	  Islam	  and	  Bodnar,	  1990;	  Jarosz	  et	  al.,	  2006;	  Marks-­‐Kaufman	  et	  al.,	  1985;	  Naleid	  et	  al.,	  2007;	  Sahr	  et	  al.,	  2008;	  Zhang	  et	  al.,	  1998),	  we	  expected	  that	  opioid	  receptor	  antagonism	  would	  impair	  both	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  CO-­‐CFP.	  Based	  on	  previous	  opioid	  antagonist	  studies	  in	  sugar-­‐CFP,	  NTX	  did	  not	  affect	  learning	  in	  sugars.	  Opioids	  may	  play	  a	  role	  in	  feeding,	  but	  might	  not	  play	  a	  role	  in	  sugar-­‐CFP.	  This	  may	  be	  a	  different	  case	  with	  fat-­‐CFP.	  Based	  upon	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the	  ability	  of	  MK-­‐801	  to	  block	  the	  acquisition,	  but	  not	  the	  expression	  of	  fructose-­‐CFP	  (Golden	  and	  Houpt,	  2007)	  and	  its	  other	  effects	  on	  food	  learning	  (Hernandez	  et	  al.,	  2005;	  Kelley	  et	  al.,	  1997;	  Stuber	  et	  al.,	  2008;	  Yasoshima	  et	  al.,	  2000;	  Zellner	  et	  al.,	  2009;	  Zweifel	  et	  al.,	  2009),	  we	  expected	  that	  NMDA	  receptor	  antagonism	  would	  impair	  the	  acquisition,	  but	  not	  the	  expression	  of	  CO-­‐CFP.	  	  
Methods	  The	  subjects,	  testing	  apparatus,	  solutions,	  and	  pre-­‐training	  procedures	  are	  described	  in	  the	  general	  methods	  section.	  	  Experiment	  1:	  NTX	  and	  CO-­‐CFP:	  Expression	  Study:	  	  Eleven	  male	  rats	  were	  given	  ten	  1-­‐bottle	  training	  sessions	  (2	  h/day)	  with	  24	  ml	  of	  the	  CS+/3.5%	  CO	  solution	  presented	  on	  odd-­‐numbered	  days,	  and	  24	  ml	  of	  the	  CS-­‐/0.9%	  CO	  solution	  presented	  on	  even-­‐numbered	  days.	  On	  days	  9	  and	  10,	  the	  rats	  had	  access	  to	  a	  second	  sipper	  tube	  containing	  water.	  This	  familiarized	  the	  rats	  to	  the	  presence	  of	  two	  sipper	  tubes	  used	  during	  the	  choice	  tests;	  water	  intake	  was	  negligible	  in	  these	  training	  trials.	  The	  left-­‐right	  position	  of	  the	  CS	  and	  water	  sipper	  tubes	  was	  counterbalanced	  over	  the	  two	  days.	  Following	  training,	  all	  rats	  were	  given	  ten	  daily	  two-­‐bottle	  choice	  test	  sessions	  (2	  h/day)	  with	  the	  CS+	  and	  CS-­‐	  solutions.	  Thirty	  min	  prior	  to	  the	  first	  two	  sessions,	  all	  rats	  were	  given	  vehicle	  injections	  (1	  ml	  0.9%	  saline/kg	  body	  weight,	  sc).	  Then	  the	  rats	  received	  sc	  treatment	  with	  four	  doses	  (0.1,	  0.5,	  1	  and	  5	  mg/kg)	  of	  NTX	  (Sigma	  Chemical	  Co.,	  St.	  Louis,	  MO)	  prior	  to	  the	  remaining	  sessions;	  half	  of	  the	  rats	  were	  tested	  with	  an	  ascending	  dose	  order,	  and	  the	  remaining	  rats	  were	  tested	  with	  a	  descending	  dose	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order.	  The	  rats	  were	  tested	  in	  two	  consecutive	  daily	  sessions	  at	  each	  drug	  dose	  with	  the	  left-­‐right	  position	  of	  the	  CS+	  and	  CS-­‐	  solutions	  counterbalanced	  across	  sessions	  to	  control	  for	  side	  effects.	  The	  antagonist	  dose	  range	  was	  identical	  to	  that	  used	  in	  our	  prior	  conditioning	  studies	  with	  sugars	  (Azzara	  et	  al.,	  2000;	  Baker	  et	  al.,	  2004;	  Yu	  et	  al.,	  1999).	  Care	  was	  taken	  to	  minimize	  spillage	  due	  to	  the	  fact	  that	  some	  of	  the	  effects	  could	  be	  potentially	  small.	  After	  initially	  weighing	  each	  bottle,	  it	  was	  gently	  shaken	  to	  insure	  appropriate	  flow	  of	  the	  viscous	  corn	  oil	  solutions.	  Any	  effluent	  from	  the	  bottle	  (~	  0.5-­‐1.0	  g)	  was	  collected	  and	  appropriate	  spillage	  adjustments	  were	  made	  to	  obtain	  an	  accurate	  pre-­‐weight	  measurement.	  The	  sipper	  tube	  was	  occluded	  when	  the	  bottles	  were	  placed	  onto	  the	  cage	  and	  subsequently	  removed.	  The	  taut	  steel	  spring	  prevented	  movement	  of	  the	  bottles	  during	  the	  sessions.	  Visual	  inspection	  of	  the	  bottles	  during	  the	  study	  revealed	  minimal	  if	  any	  spillage	  because	  of	  the	  viscosity	  of	  the	  solutions.	  The	  session	  length	  of	  2	  h	  was	  identical	  to	  that	  previously	  used	  in	  assessing	  fructose-­‐CFP	  (Baker	  et	  al.,	  2003,	  2004),	  and	  CO-­‐CFP	  (Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012).	  	  	  	  Experiment	  2:	  NTX	  and	  CO-­‐CFP:	  Acquisition	  Study:	  Five	  groups	  of	  naïve	  male	  rats	  were	  matched	  for	  their	  intakes	  of	  an	  unflavored	  0.2%	  saccharin	  solution	  prior	  to	  training.	  The	  rats	  were	  given	  ten	  1-­‐bottle	  training	  sessions	  (2	  h/day,	  24	  ml)	  with	  the	  CS+/3.5%	  CO	  solution	  presented	  on	  odd-­‐numbered	  sessions,	  and	  the	  CS-­‐/0.9%	  CO	  solution	  presented	  on	  even-­‐numbered	  sessions.	  The	  first	  group	  (VEH,	  n=8)	  received	  vehicle	  (1	  ml	  0.9%	  saline/	  kg	  body	  weight,	  sc)	  injections	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session.	  The	  second	  (NTX0.1,	  n=8),	  third	  (NTX0.5,	  n=10)	  and	  fourth	  (NTX1.0,	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n=10)	  groups	  received	  daily	  sc	  injections	  of	  NTX	  at	  respective	  doses	  of	  0.1,	  0.5	  and	  1	  mg/kg	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session.	  Because	  NTX	  reduced	  overall	  CS	  intakes,	  the	  fifth	  group	  (Limited	  VEH)	  of	  17	  rats	  received	  daily	  sc	  injections	  of	  vehicle	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session,	  and	  their	  intakes	  were	  limited	  to	  approximate	  the	  reduced	  intakes	  observed	  in	  the	  different	  drug	  dose	  groups.	  These	  doses	  were	  similar	  to	  those	  employed	  in	  acquisition	  studies	  with	  sugars	  (Baker	  et	  al.,	  2004;	  Yu	  et	  al.,	  1999).	  Following	  training,	  all	  five	  groups	  were	  given	  six	  daily	  two-­‐bottle	  choice	  sessions	  (2	  h/day)	  with	  unlimited	  access	  to	  the	  CS+	  and	  CS-­‐	  solutions;	  no	  drugs	  were	  administered	  prior	  to	  these	  sessions.	  The	  positions	  of	  the	  CS+	  and	  CS-­‐	  solutions	  were	  counterbalanced	  across	  sessions.	  	  Experiment	  3:	  MK-­‐801	  and	  CO-­‐CFP:	  Expression	  Study:	  Fourteen	  naïve	  male	  rats	  received	  identical	  expression	  training	  and	  testing	  procedures	  described	  above	  except	  that	  vehicle	  (i.p.	  injections)	  and	  three	  doses	  (50,	  100,	  200	  ug/kg,	  i.p.)	  of	  MK-­‐801	  (Sigma)	  was	  administered	  prior	  to	  two-­‐bottle	  test	  sessions.	  This	  dose	  range	  bracketed	  the	  100	  ug/kg	  MK-­‐801	  dose	  used	  in	  a	  previous	  study	  evaluating	  expression	  of	  fructose-­‐CFP	  (Golden	  and	  Houpt,	  2007).	  	  	  Experiment	  4:	  MK-­‐801	  and	  CO-­‐CFP:	  Acquisition	  Study:	  Three	  groups	  of	  naïve	  male	  rats	  received	  identical	  acquisition	  training	  and	  testing	  procedures	  described	  above	  except	  that	  vehicle	  (VEH,	  n=8,	  i.p.),	  MK-­‐801	  (MK100,	  n=12,	  100	  ug/kg,	  i.p.)	  and	  a	  Limited	  VEH	  (n=10)	  condition	  were	  administered	  during	  the	  ten	  one-­‐bottle	  training	  sessions.	  Because	  MK-­‐801	  reduced	  overall	  CS	  intakes,	  this	  last	  group	  was	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necessary	  to	  approximate	  the	  reduced	  intake.	  The	  MK-­‐801	  dose	  was	  identical	  to	  that	  employed	  in	  an	  acquisition	  study	  with	  fructose	  (Golden	  and	  Houpt,	  2007).	  	  	  	   The	  statistics	  and	  data	  analysis	  are	  described	  in	  the	  general	  methods.	  	  
Results	  Experiment	  1.	  Opioid	  receptor	  antagonism	  and	  expression	  of	  CO-­‐CFP:	  The	  mean	  1-­‐bottle	  training	  intakes	  of	  the	  CS+/3.5%	  CO	  (22.0	  +0.4	  g/2	  h)	  was	  significantly	  greater	  (t(10)=	  6.12,	  p<0.0001)	  than	  the	  CS-­‐/0.9%	  CO	  (16.0	  +1.2	  g/2	  h).	  In	  the	  two-­‐bottle	  choice	  tests,	  overall,	  rats	  consumed	  significantly	  more	  CS+	  than	  CS-­‐	  (F(1,50)=	  120.98,	  p<0.0001);	  total	  intake	  significantly	  varied	  as	  a	  function	  of	  drug	  dose	  (F(4,50)=	  4.68,	  p<0.028),	  and	  there	  was	  a	  significant	  CS	  x	  Dose	  interaction	  (F(4,50)=	  4.03,	  p<0.0065).	  CS+	  intakes	  significantly	  exceeded	  CS-­‐	  intakes	  following	  vehicle	  and	  all	  NTX	  doses	  (Figure	  4.1).	  Rats	  consumed	  significantly	  less	  CS+	  at	  all	  NTX	  doses	  compared	  to	  vehicle,	  whereas	  CS-­‐	  intakes	  failed	  to	  be	  significantly	  affected	  (Figure	  4.1).	  Total	  intake	  (g/2	  h)	  significantly	  declined	  following	  the	  0.1	  (28.7	  +2.4	  g),	  0.5	  (24.7	  +1.5	  g),	  1	  (24.0	  +2.4	  g)	  and	  5	  (26.0	  +1.9	  g)	  mg/kg	  NTX	  doses	  relative	  to	  vehicle	  (33.6	  +1.3	  g).	  Significant	  differences	  in	  the	  percent	  CS+	  intakes	  were	  observed	  (F(4,40)=	  3.35,	  p<0.019),	  and	  the	  preferences	  at	  the	  0.1	  (69%)	  and	  1	  (71%)	  mg/kg	  NTX	  doses	  were	  significantly	  lower	  than	  the	  preference	  (88%)	  following	  vehicle	  (Figure	  4.1).	  Preferences	  at	  the	  0.5	  (77%)	  and	  5	  (74%)	  mg/kg	  NTX	  doses	  were	  intermediate,	  but	  failed	  to	  significantly	  differ	  from	  the	  vehicle	  test.	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  Experiment	  2.	  Opioid	  receptor	  antagonism	  and	  acquisition	  of	  CO-­‐CFP:	  During	  1-­‐bottle	  training,	  overall	  CS+/3.5%	  CO	  intake	  (14.8	  g/2	  h)	  significantly	  (F(1,64)=	  113.11,	  p<0.0001)	  exceeded	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intake	  (8.8	  g/2	  h),	  and	  significant	  differences	  were	  observed	  among	  the	  five	  groups	  (F(4,64)=	  30.11,	  p<0.0001)	  but	  not	  for	  the	  Group	  x	  CS	  	  interaction	  (F(4,64)=	  0.97).	  Total	  training	  intakes	  (2	  h/g)	  were	  significantly	  greater	  in	  the	  VEH	  group	  (18.1	  g)	  than	  the	  Limited	  VEH	  (10.3	  g),	  NTX0.5	  (10.3	  g)	  and	  NTX1.0	  (5.7	  g)	  groups;	  intakes	  of	  the	  later	  three	  groups	  did	  not	  differ.	  CS+/3.5%	  CO	  training	  intake	  was	  significantly	  greater	  than	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intake	  in	  all	  groups	  (Figure	  4.2A).	  CS+/3.5%	  CO	  and	  CS-­‐/0.9%	  intakes	  of	  the	  NTX0.5,	  NTX1.0	  and	  Limited	  VEH	  groups	  were	  significantly	  lower	  than	  the	  corresponding	  VEH	  animals.	  However,	  CS+/3.5%	  CO	  and	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intakes	  of	  the	  NTX0.5	  and	  NTX1.0	  groups	  failed	  to	  differ	  from	  those	  of	  the	  Limited	  VEH	  group	  except	  for	  lower	  intake	  in	  the	  CS-­‐0.9%	  CO	  NTX1.0	  group	  (Figure	  4.2A).	  	  In	  the	  two-­‐bottle	  preference	  tests,	  overall,	  rats	  consumed	  significantly	  more	  (F(1,128)=	  752.95,	  p<0.0001)	  CS+	  (25.0	  g/2	  h)	  than	  CS-­‐	  (6.6	  g/2	  h)	  solution,	  and	  significant	  
Figure	  4.1.	  (Expression	  Study):	  
Intakes	  (mean	  in	  g/2	  h	  +SEM,	  2	  h)	  
of	  CS+	  and	  CS−	  solutions	  in	  two-­‐
bottle	  preference	  tests	  in	  animals	  
receiving	  systemic	  injections	  of	  
the	  opioid	  antagonist,	  naltrexone	  
30	  min	  prior	  to	  testing.	  Significant	  
differences	  are	  denoted	  between	  
CS+	  and	  CS−	  intake	  within	  an	  
injection	  condition	  (*)	  and	  
between	  CS+	  intake	  following	  a	  
drug	  dose	  relative	  to	  vehicle	  
treatment	  (+).	  The	  percentages	  of	  
CS+	  intake	  over	  total	  intake	  are	  
denoted	  above	  each	  pair	  of	  
values	  with	  significant	  differences	  
relative	  to	  vehicle	  treatment	  (*)	  
noted.	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differences	  were	  observed	  among	  the	  five	  groups	  (F(4,64)=	  17.69,	  p<0.0001),	  among	  tests	  (F(2,32)=	  23.95,	  p<0.0001)	  and	  for	  the	  interactions	  between	  Groups	  x	  Tests	  (F(8,128)=	  16.15,	  p<0.001),	  Groups	  x	  CS	  (F(4,64)=	  11.49,	  p<0.0001),	  and	  among	  Groups,	  Tests	  and	  CS	  (F(8,128)=	  4.31,	  p<0.0001).	  Total	  CS	  intake	  was	  significantly	  lower	  in	  the	  NTX1.0	  group	  (18.0	  g)	  relative	  to	  VEH	  (38.6	  g)	  or	  Limited	  VEH	  (32.0	  g)	  groups	  during	  testing;	  the	  NTX0.1	  and	  NTX0.5	  groups	  were	  similar	  to	  the	  control	  groups.	  CS+	  intakes	  significantly	  exceeded	  CS-­‐	  intakes	  across	  all	  three	  tests	  in	  	  	  VEH	  (Figure	  4.2B),	  Limited	  VEH	  (Figure	  4.2F),	  NTX0.1	  (Figure	  4.2C)	  and	  NTX0.5	  groups	  (Figure	  4.2D).	  In	  the	  NTX1.0	  group,	  CS+	  intakes	  significantly	  exceeded	  CS-­‐	  intakes	  in	  Tests	  2	  and	  3,	  but	  not	  in	  Test	  1	  (Figure	  4.2E).	  The	  NTX1.0	  group	  displayed	  significantly	  less	  CS+	  intake	  in	  all	  three	  tests	  relative	  to	  the	  VEH	  and	  Limited	  VEH	  groups.	  The	  NTX0.5	  group	  displayed	  significantly	  less	  CS+	  intake	  in	  Test	  1	  than	  the	  VEH	  and	  Limited	  VEH	  groups,	  and	  significantly	  more	  CS-­‐	  intake	  in	  Tests	  2	  and	  3	  than	  the	  Limited	  VEH	  group	  (Figure	  4.2).	  	  Significant	  differences	  in	  the	  percent	  CS+	  intakes	  were	  observed	  among	  groups	  (F(4,64)=	  8.49,	  p<0.0001),	  but	  not	  among	  tests	  (F(2,32)=	  1.30),	  or	  for	  the	  interaction	  between	  Groups	  x	  Tests	  	  (F(8,128)=	  1.76).	  An	  analysis	  of	  the	  percent	  CS+	  intakes	  averaged	  over	  the	  three	  tests	  revealed	  that	  the	  percent	  CS+	  intakes	  of	  the	  NTX0.5	  (70%,)	  and	  NTX1.0	  (72%)	  groups	  were	  significantly	  lower	  that	  of	  the	  Limited	  VEH	  group	  (88%)	  but	  not	  the	  VEH	  (77%)	  group.	  The	  NTX0.1	  (89%),	  VEH	  and	  Limited	  VEH	  groups	  did	  not	  significantly	  differ	  in	  their	  CS+	  preferences.	  	  	  	  	  
	   74	  
	  	  
	  
Figure	  4.2.	  (Acquisition	  Study):	  Training	  intakes	  (mean	  in	  g/2	  h	  +SEM)	  of	  rats	  exposed	  to	  ten	  1-­‐bottle	  sessions	  of	  
flavored	  3.5%	  corn	  oil	  solutions	  (CS+/3.5%	  CO,	  Days	  1,	  3,	  5,	  7,	  9)	  or	  0.9%	  corn	  oil	  solutions	  (CS-­‐/0.9%	  CO,	  Days	  2,	  4,	  
6,	  8,	  10)	  30	  min	  following	  systemic	  injections	  of	  vehicle	  (Veh),	  the	  opioid	  antagonist,	  naltrexone	  at	  doses	  of	  0.1	  
(N0.1),	  0.5	  (N0.5)	  or	  1	  (N1)	  mg/kg.	  A	  fifth	  group	  (Limited)	  received	  vehicle	  injections	  and	  had	  CS+/3.5%	  CO	  and	  CS-­‐
/0.9%	  CO	  intakes	  limited	  to	  approximate	  the	  intakes	  of	  the	  drug	  groups.	  Significant	  differences	  are	  denoted	  
between	  CS+/3.5%	  CO	  or	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intake	  following	  a	  drug	  dose	  relative	  to	  VEH	  (+)	  or	  LTD	  (#)	  treatment	  (Panel	  
A).	  Intakes	  (mean	  in	  g/2	  h	  +SEM)	  of	  CS+	  and	  CS−	  in	  three	  two-­‐bottle	  preference	  tests	  in	  the	  VEH	  (Panel	  B),	  NTX0.1	  
(Panel	  C),	  NTX0.5	  (Panel	  D),	  NTX1	  (Panel	  E)	  and	  Limited	  VEH	  (Panel	  F)	  groups.	  Significant	  differences	  (*)	  are	  
denoted	  between	  CS+	  and	  CS−intake	  within	  each	  test	  and	  each	  group,	  and	  between	  CS+	  or	  CS-­‐	  intakes	  following	  a	  
particular	  drug	  group	  relative	  to	  VEH	  (+)	  or	  Limited	  VEH	  (#)	  conditions.	  	  Experiment	  3.	  NMDA	  receptor	  antagonism	  and	  expression	  of	  CO-­‐CFP:	  The	  mean	  1-­‐bottle	  training	  intake	  of	  the	  CS+/3.5%	  CO	  (20.1	  +0.8	  g/2	  h)	  failed	  to	  differ	  significantly	  from	  intake	  of	  the	  CS-­‐/0.9%	  CO	  (18.4	  +0.7	  g/2	  h).	  In	  the	  two-­‐bottle	  preference	  tests,	  overall,	  the	  rats	  consumed	  significantly	  more	  CS+	  than	  CS-­‐	  (F(1,52)=	  53.81,	  p<0.0001);	  total	  intake	  significantly	  varied	  as	  a	  function	  of	  drug	  dose	  (F(3,52)=	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25.08,	  p<0.001),	  and	  there	  was	  a	  significant	  CS	  x	  Dose	  interaction	  (F(3,52)=	  6.71,	  p<0.0007).	  CS+	  intakes	  significantly	  exceeded	  CS-­‐	  intakes	  at	  the	  0	  (vehicle),	  50	  and	  100,	  but	  not	  at	  the	  200	  ug/kg	  doses	  of	  MK-­‐801	  (Figure	  4.3).	  Rats	  consumed	  significantly	  less	  CS+	  at	  the	  200	  ug/kg	  MK-­‐801	  dose	  as	  compared	  to	  vehicle,	  whereas	  CS-­‐	  intakes	  failed	  to	  be	  significantly	  affected	  (Figure	  4.3).	  Total	  intake	  (g/2	  h)	  failed	  to	  differ	  among	  the	  0	  (30.0	  +2.8	  g),	  50	  (28.5	  +2.8	  g)	  and	  100	  (20.4	  +3.2	  g)	  ug/kg	  MK-­‐801	  doses,	  but	  was	  significantly	  lower	  at	  the	  200	  (2.0	  +1.1	  g)	  ug/kg	  MK-­‐801	  dose.	  Significant	  differences	  in	  the	  percent	  CS+	  intakes	  were	  observed	  (F(3,39)=	  4.71,	  p<0.007),	  and	  the	  preference	  (49%)	  at	  the	  200	  ug/kg	  MK-­‐801	  dose	  was	  significantly	  lower	  than	  the	  preference	  (85%)	  following	  vehicle	  (Figure	  4.3).	  Preferences	  at	  the	  50	  (72%)	  and	  100	  (70%)	  ug/kg	  MK-­‐801	  doses	  were	  intermediate,	  but	  failed	  to	  significantly	  differ	  from	  the	  vehicle	  test.	  
	  
	  
	  	  	  
	  
Figure	  4.3.	  (Expression	  Study):	  Intakes	  
(mean	  in	  g/2	  h	  +SEM)	  of	  CS+	  and	  CS−	  
solutions	  in	  two-­‐bottle	  preference	  
tests	  in	  animals	  receiving	  systemic	  
injections	  of	  the	  NMDA	  antagonist,	  
MK-­‐801	  30	  min	  prior	  to	  testing.	  
Significant	  differences	  are	  denoted	  
between	  CS+	  and	  CS−	  intake	  within	  an	  
injection	  condition	  (*)	  and	  between	  
CS+	  intake	  following	  a	  drug	  dose	  
relative	  to	  vehicle	  treatment	  (+).	  The	  
percentages	  of	  CS+	  intake	  over	  total	  
intake	  are	  denoted	  above	  each	  pair	  of	  
values	  with	  significant	  differences	  
relative	  to	  vehicle	  treatment	  (*)	  
noted.	  	  
	   76	  
Experiment	  4.	  NMDA	  receptor	  antagonism	  and	  acquisition	  of	  CO-­‐CFP:	  During	  1-­‐bottle	  training,	  overall	  CS+/3.5%	  CO	  intake	  (14.8	  g/2	  h)	  significantly	  (F(1,22)=	  101.17,	  p<0.0001)	  exceeded	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intake	  (8.6	  g/2	  h),	  and	  significant	  differences	  were	  observed	  among	  the	  three	  groups	  (F(2,22)=	  15.79,	  p<0.0001)	  but	  not	  for	  the	  Group	  x	  CS	  	  interaction	  (F(2,22)=	  0.22).	  Total	  training	  intake	  of	  the	  VEH	  group	  (33.0	  g)	  was	  significantly	  greater	  than	  that	  of	  the	  Limited	  VEH	  (19.6	  g)	  and	  MK100	  (17.8	  g)	  groups.	  CS+/3.5%	  CO	  training	  intake	  was	  significantly	  greater	  than	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intake	  in	  all	  groups	  (Figure	  4.4A).	  	  
	   In	  the	  two-­‐bottle	  preference	  tests,	  overall	  the	  rats	  consumed	  significantly	  more	  (F(1,44)=	  108.97,	  p<0.0001)	  CS+	  (20.8	  g)	  than	  CS-­‐	  (5.7	  g)	  solution,	  and	  significant	  differences	  were	  observed	  among	  the	  three	  groups	  (F(2,22)=	  6.29,	  p<0.007)	  and	  for	  the	  interactions	  between	  Groups	  x	  Tests	  (F(4,44)=	  9.55,	  p<0.01)	  and	  Groups	  x	  CS	  (F(2,22)=	  26.36,	  p<0.0001),	  but	  not	  among	  tests	  or	  the	  other	  interactions.	  Total	  CS	  intake	  was	  significantly	  lower	  in	  the	  MK100	  group	  (19.7	  g/2	  h)	  relative	  to	  VEH	  (28.2	  g/2	  h)	  or	  Limited	  VEH	  (31.6	  g/2	  h)	  groups.	  CS+	  intakes	  significantly	  exceeded	  CS-­‐	  intakes	  across	  all	  three	  tests	  in	  the	  VEH	  (Figure	  4.4B)	  and	  Limited	  VEH	  (Figure	  4.4D)	  groups.	  In	  contrast,	  CS+	  and	  CS-­‐	  intakes	  failed	  to	  differ	  in	  all	  three	  tests	  in	  the	  MK100	  group	  (Figure	  4.4C).	  The	  MK100	  group	  displayed	  significantly	  less	  CS+	  intake	  in	  the	  first	  two	  tests	  relative	  to	  the	  VEH	  group,	  and	  in	  all	  three	  tests	  relative	  to	  the	  Limited	  VEH	  group	  (Figure	  4.4C).	  Significant	  differences	  in	  the	  percent	  CS+	  intakes	  were	  observed	  among	  groups	  (F(2,22)=	  13.18,	  p<0.0002),	  but	  not	  among	  tests	  (F(2,22)=	  1.60),	  or	  for	  Group	  x	  Test	  interaction	  (F(4,44)=	  1.62).	  An	  analysis	  of	  the	  percent	  CS+	  intakes	  averaged	  over	  the	  three	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tests	  revealed	  that	  the	  MK100	  group	  (63%)	  displayed	  significantly	  lower	  CS+	  preferences	  than	  did	  the	  VEH	  (84%)	  and	  Limited	  VEH	  (88%)	  groups.	  
	  
Figure	  4.4	  (Acquisition	  Study):	  Training	  intakes	  (mean	  in	  g/2	  h	  +SEM)	  of	  rats	  exposed	  to	  ten	  1-­‐bottle	  sessions	  of	  
flavored	  3.5%	  corn	  oil	  solutions	  (CS+/3.5%	  CO)	  or	  0.9%	  corn	  oil	  solutions(CS-­‐/0.9%	  CO)	  30	  min	  following	  systemic	  
injections	  of	  vehicle	  (VEH)	  or	  the	  NMDA	  antagonist,	  MK-­‐801	  (100	  ug/kg).	  A	  third	  group	  (Limited)	  received	  vehicle	  
injections	  and	  had	  CS+/3.5%	  CO	  and	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intakes	  limited	  to	  approximate	  the	  intakes	  of	  the	  drug	  groups.	  
Significant	  differences	  are	  denoted	  between	  CS+/3.5%	  CO	  or	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intake	  following	  a	  drug	  dose	  relative	  to	  
VEH	  (+)	  or	  Limited	  (#)	  treatment	  (Panel	  A).	  Intakes	  (mean	  in	  g/2	  h	  +SEM,	  2	  h)	  of	  CS+	  and	  CS−	  in	  three	  two-­‐bottle	  
preference	  tests	  in	  the	  VEH	  (Panel	  B),	  MK-­‐801	  (Panel	  C)	  and	  Limited	  Vehicle	  (Panel	  D)	  groups.	  Significant	  
differences	  (*)	  are	  denoted	  between	  CS+	  and	  CS−intake	  within	  each	  test	  and	  each	  group,	  and	  between	  CS+	  or	  CS-­‐	  
intakes	  following	  a	  particular	  drug	  group	  relative	  to	  VEH	  (+)	  or	  Limited	  VEH	  (#)	  conditions.	  
	  	  
Discussion	  The	  present	  study	  extended	  our	  previous	  findings	  (Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012)	  of	  a	  robust	  fat-­‐CFP	  produced	  by	  mixing	  one	  novel	  flavor	  (CS+)	  in	  3.5%	  CO	  and	  a	  second	  novel	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flavor	  (CS-­‐)	  in	  0.9%	  CO.	  DA	  D1	  receptor	  antagonism	  during	  training	  with	  SCH23390	  (200-­‐400	  nmol/kg)	  failed	  to	  significantly	  reduce	  the	  acquisition	  of	  CO-­‐CFP,	  and	  raclopride	  treatment	  (25-­‐200	  nmol/kg)	  had	  a	  limited	  effect	  on	  CO-­‐CFP	  acquisition.	  	  	  SCH23390	  and	  raclopride	  also	  had	  limited	  effects	  on	  the	  expression	  of	  a	  previously	  learned	  CO-­‐CFP	  and	  in	  the	  case	  of	  D1	  antagonist,	  this	  was	  associated	  with	  substantial	  reductions	  in	  overall	  CS	  intakes.	  These	  data	  suggested	  that	  other	  neurochemical	  receptor	  systems	  are	  involved	  in	  mediating	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  fat-­‐CFP,	  and	  thus	  the	  present	  study	  examined	  the	  roles	  of	  opioid	  and	  NMDA	  receptor	  systems	  in	  these	  responses.	  Opioid	  Receptor	  Antagonism	  and	  Fat-­‐CFP:	  	  Given	  the	  observed	  reductions	  in	  fat	  intake	  following	  general	  opioid	  antagonism	  (Cole	  et	  al.,	  2005;	  Dym	  et	  al.,	  2010;	  Glass	  et	  al.,	  2000;	  Higgs	  and	  Cooper,	  1998;	  Islam	  and	  Bodnar,	  1990;	  Jarosz	  et	  al.,	  2006;	  Marks-­‐Kaufman	  et	  al.,	  1985;	  Naleid	  et	  al.,	  2007;	  Sahr	  et	  al.,	  2008;	  Zhang	  et	  al.,	  1998),	  we	  hypothesized	  that	  systemic	  NTX	  treatment	  would	  impair	  both	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  CO-­‐CFP.	  Based	  on	  previous	  opioid	  antagonist	  studies	  in	  sugar-­‐CFP,	  NTX	  did	  not	  affect	  learning	  in	  sugars.	  Opioids	  may	  play	  a	  role	  in	  feeding,	  but	  might	  not	  play	  a	  role	  in	  sugar-­‐CFP.	  This	  may	  be	  a	  different	  case	  with	  fat-­‐CFP.	  In	  the	  expression	  study,	  although	  all	  doses	  of	  NTX	  significantly	  reduced	  CS+,	  but	  not	  CS-­‐	  intakes,	  significant	  preferences	  (defined	  by	  significantly	  greater	  CS+	  over	  CS-­‐	  intake)	  were	  observed	  following	  VEH	  and	  all	  NTX	  doses.	  However,	  the	  magnitude	  of	  the	  CO-­‐CFP	  was	  significantly,	  but	  marginally	  reduced	  at	  0.1	  (69%)	  and	  1	  mg/kg	  (71%)	  doses,	  but	  not	  at	  the	  0.5	  (77%)	  and	  5	  (74%)	  mg/kg	  doses	  relative	  to	  VEH	  treatment	  (88%).	  Thus,	  opioid	  receptor	  antagonism	  appears	  to	  be	  minimally	  involved	  in	  the	  expression	  of	  a	  preference	  for	  a	  fat	  nutrient	  source,	  yet	  intimately	  involved	  in	  the	  maintenance	  of	  fat	  intake	  per	  se.	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In	  the	  acquisition	  study,	  the	  three	  training	  doses	  of	  NTX	  significantly	  decreased	  both	  CS+/3.5%	  CO	  and	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intakes	  relative	  to	  the	  VEH	  group.	  These	  opioid-­‐induced	  reductions	  in	  the	  both	  corn	  oil	  concentrations	  are	  consistent	  with	  prior	  data	  (Cole	  et	  al.,	  2005;	  Dym	  et	  al.,	  2010;	  Glass	  et	  al.,	  2000;	  Higgs	  and	  Cooper,	  1998;	  Islam	  and	  Bodnar,	  1990;	  Jarosz	  et	  al.,	  2006;	  Marks-­‐Kaufman	  et	  al.,	  1985;	  Naleid	  et	  al.,	  2007;	  Sahr	  et	  al.,	  2008;	  Zhang	  et	  al.,	  1998).	  Overall,	  CS+	  intakes	  significantly	  exceeded	  CS-­‐	  intakes	  in	  VEH	  and	  Limited	  VEH	  control	  groups	  as	  well	  as	  in	  all	  NTX	  groups.	  However,	  the	  magnitude	  of	  the	  CS+	  preference	  was	  reduced	  in	  the	  NTX	  0.5	  (70%)	  and	  NTX	  1.0	  (72%)	  groups	  relative	  to	  the	  Limited	  VEH	  group	  (88%)	  although	  not	  relative	  to	  the	  VEH	  group	  (77%).	  Thus,	  while	  opioid	  receptor	  antagonism	  does	  not	  block	  the	  acquisition	  of	  a	  CO-­‐CFP,	  it	  does	  attenuate	  the	  strength	  of	  the	  learned	  preference	  to	  some	  degree.	  This	  contrasts	  with	  the	  failure	  of	  NTX	  treatment	  to	  reduce	  the	  acquisition	  of	  sugar-­‐conditioned	  flavor	  preferences	  (Azzara	  et	  al.,	  2000;	  Baker	  et	  al.,	  2004;	  Yu	  et	  al.,	  1999),	  but	  it	  should	  noted	  that	  different	  training	  procedures	  were	  used	  in	  the	  fat-­‐	  and	  sugar-­‐conditioning	  studies.	  In	  particular,	  whereas	  the	  rats	  in	  the	  present	  study	  were	  exposed	  to	  both	  the	  oral	  and	  post-­‐oral	  actions	  of	  corn	  oil,	  the	  rats	  in	  the	  prior	  studies	  exposed	  to	  only	  the	  oral	  (sweet	  taste)	  or	  post-­‐oral	  actions	  of	  sugars.	  NMDA	  Receptor	  Antagonism	  and	  Fat-­‐CFP:	  	  	  Given	  the	  ability	  of	  MK-­‐801	  to	  block	  the	  acquisition,	  but	  not	  the	  expression	  of	  fructose-­‐CFP	  (Golden	  and	  Houpt,	  2007),	  we	  hypothesized	  that	  NMDA	  receptor	  antagonism	  would	  have	  similar	  effects	  on	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  CO-­‐CFP.	  This	  hypothesis	  was	  confirmed.	  In	  the	  expression	  study,	  MK-­‐801	  significantly	  and	  dose-­‐dependently	  reduced	  CS+,	  but	  not	  CS-­‐	  intakes,	  and	  significant	  preferences	  were	  observed	  following	  VEH	  (85%)	  and	  50	  (72%)	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and	  100	  ug/kg	  (70%)	  MK-­‐801	  doses.	  The	  loss	  of	  preference	  (49%)	  following	  the	  200	  ug/kg	  MK-­‐801	  dose	  was	  accompanied	  and	  presumably	  due	  to	  a	  dramatic	  decrease	  in	  total	  CS	  intake	  (to	  2	  ml/2	  h);	  note	  that	  a	  200	  ug/kg	  dose	  was	  not	  used	  in	  the	  Golden	  and	  Houpt	  study	  (2007).	  	  Low	  intake	  of	  both	  the	  CS+	  and	  the	  CS-­‐	  during	  testing	  interrupts	  the	  ability	  to	  discern	  a	  reduction	  in	  preference	  relative	  to	  such	  reduced	  intake	  that	  one	  cannot	  reliably	  measure	  “preferences”.	  Therefore,	  the	  200	  ug/kg	  dose	  cannot	  be	  determined	  as	  a	  decrease	  in	  preference.	  	  As	  previously	  observed	  for	  fructose-­‐CFP	  (Golden	  and	  Houpt,	  2007),	  NMDA	  receptor	  signaling	  appears	  to	  be	  minimally	  involved	  in	  the	  expression	  of	  a	  previously	  learned	  fat-­‐based	  flavor	  preference.	  In	  the	  acquisition	  study,	  treatment	  with	  100	  ug/kg	  MK-­‐801	  during	  training	  significantly	  decreased	  both	  CS+/3.5%	  CO	  and	  CS-­‐/0.9%	  CO	  intakes	  compared	  to	  the	  vehicle	  treatment.	  Nevertheless,	  training	  intakes	  of	  the	  CS+/3.5%	  CO	  exceeded	  that	  of	  the	  CS-­‐/0.9%	  CO	  in	  the	  MK801	  group	  as	  well	  as	  in	  the	  VEH	  and	  Limited	  VEH	  groups.	  This	  demonstrates	  that	  the	  MK801	  group	  discriminated	  between	  the	  two	  CS	  training	  solutions	  and	  found	  the	  CS+/3.5%	  CO	  the	  more	  attractive	  solution.	  Yet,	  in	  the	  CS+	  vs.	  CS-­‐	  choice	  tests,	  the	  MK801	  group,	  unlike	  the	  VEH	  and	  Limited	  VEH	  groups,	  failed	  to	  drink	  more	  CS+	  than	  CS-­‐.	  This	  was	  due	  to	  the	  significant	  and	  selective	  reduction	  in	  CS+	  intake	  in	  the	  MK-­‐801	  group	  relative	  to	  vehicle	  groups,	  an	  effect	  that	  was	  identical	  to	  the	  abolition	  of	  the	  acquisition	  of	  fructose-­‐CFP	  by	  MK-­‐801	  (Golden	  and	  Houpt,	  2007).	  Consistent	  with	  this	  finding,	  the	  percent	  CS+	  intake	  of	  MK801	  group	  (63%)	  was	  significantly	  lower	  than	  that	  of	  the	  VEH	  (84%)	  and	  Limited	  VEH	  (88%)	  groups.	  	  Importantly,	  the	  robust	  CS+	  conditioning	  displayed	  by	  the	  Limited	  VEH	  group	  indicates	  that	  the	  inhibition	  of	  preference	  conditioning	  by	  MK-­‐801	  treatment	  was	  not	  secondary	  to	  the	  drug-­‐induced	  suppression	  in	  CS	  training	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intakes.	  	  Thus,	  the	  present	  data	  along	  with	  those	  of	  Golden	  and	  Houpt	  (2007)	  indicate	  an	  important	  role	  of	  NMDA	  signaling	  in	  the	  acquisition	  of	  both	  fructose-­‐	  (Golden	  and	  Houpt,	  2007)	  and	  corn	  oil-­‐CFP.	  A	  role	  for	  glutamate	  and	  its	  receptors	  in	  learning	  has	  been	  well-­‐characterized,	  and	  has	  been	  specifically	  linked	  to	  reward	  components	  of	  food-­‐related	  learning.	  Thus,	  glutamate	  antagonism	  within	  the	  AMY	  and	  NAc	  impaired	  appetitive	  instrumental	  learning	  (Kelley	  et	  al.,	  1997;	  Hernandez	  et	  al.,	  2005).	  Glutamate	  antagonism	  within	  the	  AMY	  also	  impaired	  both	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  conditioned	  taste	  avoidance	  (Yasoshima	  et	  al.,	  2000).	  Within	  the	  VTA,	  glutamate	  antagonists	  impaired	  cue-­‐sucrose	  learning	  and	  DA	  release	  in	  the	  NAc	  elicited	  by	  the	  sucrose-­‐predictive	  cue	  (Stuber	  et	  al.,	  2008;	  Zellner	  et	  al.,	  2009;	  Zweifel	  et	  al.,	  2009).	  Finally,	  glutamate	  also	  interacted	  with	  DA	  within	  the	  NAc,	  AMY	  and	  mPFC	  to	  modulate	  reward-­‐related	  appetitive	  learning	  (Smith-­‐Roe	  &	  Kelley,	  2000;	  Baldwin	  et	  al.,	  2002;	  Andrzejewski	  et	  al.,	  2004).	  	  Future	  studies	  should	  investigate	  the	  role	  of	  NMDA	  receptor	  antagonism	  within	  the	  NAc,	  AMY	  and	  mPFC	  on	  the	  acquisition	  of	  fructose-­‐	  and	  CO-­‐CFP,	  and	  any	  interaction	  it	  may	  enjoy	  with	  DA	  signaling.	  	   DA,	  opioids	  and	  NMDA	  have	  all	  been	  tested	  to	  CO	  and	  affects	  CO-­‐CFP	  in	  varying	  degrees.	  CO	  is	  assumed	  to	  be	  mediated	  by	  both	  f/f	  and	  f/n	  processes	  through	  ingestion	  from	  the	  orosensory	  and	  post-­‐ingestive	  means.	  This	  lab	  has	  a	  similar	  hypothesis	  about	  glucose,	  a	  sugar	  also	  assumed	  to	  have	  f/f	  and	  f/n	  processes.	  It	  is	  speculated	  that	  DA	  and	  NMDA	  receptors	  affect	  glucose	  in	  a	  similar	  manner	  in	  glucose-­‐CFP	  as	  in	  CO-­‐CFP.	  Since	  opioid	  antagonists	  do	  not	  have	  much	  of	  an	  effect	  on	  CFP,	  it	  will	  not	  be	  studied	  with	  the	  glucose-­‐CFP	  studies.	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Chapter	  5.	  Roles	  of	  NMDA	  and	  Dopamine	  D1	  and	  D2	  receptor	  antagonists	  in	  the	  
acquisition	  and	  expression	  of	  flavor	  preferences	  conditioned	  by	  oral	  glucose	  in	  rats	  
	  
Introduction	  In	  addition	  to	  the	  inherent	  hedonic	  properties	  associated	  with	  sugars	  and	  fats,	  learning	  also	  plays	  an	  important	  role	  in	  establishing	  preferences,	  and	  thereby	  regulating	  intake	  (Sclafani,	  1999).	  Such	  preferences	  are	  based	  in	  part	  on	  learned	  associations	  between	  the	  various	  flavor	  elements	  in	  the	  foods	  (flavor–flavor	  conditioning)	  and	  between	  the	  flavor	  cues	  and	  postingestive	  consequences	  (flavor–nutrient	  conditioning)	  (Sclafani,	  1995).	  Animal	  research	  on	  CFP	  has	  focused	  almost	  exclusively	  on	  sugar	  and	  sweet	  taste	  in	  evaluating	  each	  of	  these	  individual	  flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  effects.	  To	  separate	  these	  two	  forms	  of	  learning,	  our	  laboratories	  have	  used	  sucrose	  sham-­‐feeding	  and	  fructose	  real-­‐feeding	  paradigms	  to	  evaluate	  flavor-­‐flavor	  effects,	  and	  intragastric	  (IG)	  sucrose	  or	  glucose	  infusion	  procedures	  to	  evaluate	  flavor-­‐nutrient	  effects,	  respectively	  (Azzara	  et	  al.,	  2000,	  2001;	  Baker	  et	  al.,	  2003,	  2004;	  Yu	  et	  al.,	  1999,	  2000a,b).	  With	  sham	  feeding,	  the	  ingested	  sucrose	  solution	  drains	  out	  of	  an	  open	  gastric	  fistula	  thereby	  minimizing	  postingestive	  nutrient	  actions	  (Weingarten	  and	  Watson,	  1982).	  With	  respect	  to	  the	  fructose	  real-­‐feeding	  paradigm,	  fructose,	  rather	  than	  sucrose	  or	  glucose,	  is	  employed	  because,	  unlike	  these	  other	  sugars,	  fructose	  has	  little	  or	  no	  postingestive	  reinforcing	  action	  during	  short-­‐term	  training	  sessions	  (Sclafani	  and	  Ackroff,	  1994;	  Sclafani	  et	  al.,	  1993,	  1999).	  	  With	  the	  IG	  procedure,	  on	  the	  other	  hand,	  the	  sucrose	  or	  glucose	  is	  infused	  into	  the	  stomach	  thereby	  eliminating	  the	  sugar’s	  taste	  as	  a	  conditioning	  factor	  (Sclafani,	  1995).	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Systemic	  pharmacological	  studies	  have	  identified	  putative	  underlying	  roles	  of	  dopamine	  (DA:	  Azzara	  et	  al.,	  2001;	  Baker	  et	  al.,	  2003;	  Hsiao	  and	  Smith,	  1995;	  Yu	  et	  al.,	  2000a,	  2000b),	  NMDA	  (Golden	  and	  Houpt,	  2007)	  and	  possible	  opioid	  (Azzara	  et	  al.,	  2000;	  Baker	  et	  al.,	  2004;	  Holman,	  1975;	  Hsiao	  and	  Smith,	  1995;	  Yu	  et	  al.,	  1999)	  systems	  in	  mediating	  flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutient	  sugar-­‐CFP.	  In	  this	  regard,	  flavor-­‐flavor	  conditioning	  studies	  using	  either	  sucrose-­‐CFP	  in	  sham-­‐feeding	  rats	  (Yu	  et	  al.,	  1999,	  2000a,	  2000b)	  or	  fructose-­‐CFP	  in	  real-­‐feeding	  rats	  (Baker	  et	  al.,	  2003,	  2004),	  identified	  a	  critical	  role	  for	  dopamine	  (DA)	  D1	  and	  D2,	  but	  not	  opioid,	  receptor	  signaling	  in	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  these	  preferences	  in	  systemic	  antagonist	  studies.	  Central	  sites	  of	  action	  have	  been	  determined	  for	  the	  mediation	  of	  DA	  D1	  and	  D2	  flavor-­‐flavor-­‐mediated	  fructose-­‐CFP	  with	  its	  expression	  blocked	  by	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonists	  administered	  into	  the	  nucleus	  accumbens	  (NAc),	  amygdala	  (AMY),	  but	  not	  the	  medial	  prefrontal	  cortex	  (MPFC),	  and	  its	  acquisition	  blocked	  by	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonists	  in	  the	  mPFC	  and	  D2	  antagonists	  in	  the	  AMY	  (Bernal	  et	  al.,	  2008,	  2009;	  Malkusz	  et	  al.,	  2012).	  Further,	  a	  critical	  role	  for	  NMDA	  receptor	  signaling	  was	  identified	  in	  the	  ability	  of	  systemic	  administration	  of	  the	  non-­‐competitive	  NMDA	  receptor	  antagonist	  MK-­‐801	  to	  block	  the	  acquisition,	  but	  not	  the	  expression	  of	  fructose-­‐CFP	  (Golden	  and	  Houpt,	  2007).	  In	  contrast,	  flavor-­‐nutrient	  conditioning	  studies	  using	  IG	  sucrose	  infusions	  (Azzara	  et	  al.,	  2000,	  2001),	  identified	  a	  critical	  role	  for	  DA	  D1,	  but	  not	  D2	  or	  opioid	  receptor	  signaling	  in	  the	  acquisition,	  and	  to	  a	  lesser	  degree,	  the	  expression	  of	  this	  preference.	  Acquisition	  of	  IG	  glucose	  flavor-­‐nutrient	  preferences	  was	  blocked	  by	  DA	  D1	  antagonist	  administration	  into	  the	  NAc,	  AMY	  and	  mPFC	  (Touzani	  et	  al.,	  2008,	  2009,	  2010a).	  Moreover,	  the	  competitive	  NMDA	  receptor	  antagonist,	  AP-­‐5	  administered	  into	  the	  AMY	  blocked	  the	  acquisition,	  but	  not	  expression	  of	  IG-­‐glucose-­‐
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CFP	  (Touzani	  et	  al.,	  2013).	  Finally,	  naltrexone	  administered	  into	  the	  shell	  or	  core	  regions	  of	  the	  NAc	  failed	  to	  alter	  the	  expression	  of	  either	  fructose-­‐conditioned	  flavor-­‐flavor	  or	  IG	  glucose-­‐conditioned	  flavor-­‐nutrient	  CFP	  (Bernal	  et	  al.,	  2010).	  	   Rodents	  are	  also	  attracted	  to	  the	  flavor	  of	  fat	  (e.g.,	  corn	  oil,	  CO)	  from	  an	  early	  age,	  which	  may	  be	  mediated	  in	  part	  by	  taste	  receptors	  for	  fatty	  acids	  and	  trigeminal	  “mouth	  feel”	  receptors	  (Ackroff	  &	  Sclafani,	  2009),	  and	  combining	  the	  postingestive	  actions	  (flavor-­‐nutrient)	  and	  orosensory	  properties	  (flavor-­‐flavor)	  condition	  a	  flavor	  preference	  (Sclafani,	  1999;	  Ackroff	  &	  Sclafani,	  2009).	  Fat-­‐CFP	  can	  be	  produced	  by	  pairing	  one	  novel	  flavor	  (CS+,	  e.g.,	  cherry)	  with	  a	  3.5%	  corn	  oil	  (CO:	  fat)	  solution	  relative	  to	  another	  flavor	  (CS-­‐,	  e.g.,	  grape)	  paired	  with	  a	  0.9%	  CO	  solution.	  Interestingly,	  the	  expression	  of	  fat-­‐CFP	  was	  significantly	  reduced	  by	  a	  limited	  dose	  range	  (200	  nmol/kg)	  of	  DA	  D1	  (SCH23390)	  or	  D2	  (raclopride)	  receptor	  antagonists	  (Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012a)	  as	  compared	  to	  the	  elimination	  of	  the	  expression	  of	  sucrose-­‐CFP	  in	  sham-­‐feeding	  rats	  (Yu	  et	  al.,	  2000a,	  2000b),	  and	  of	  fructose-­‐CFP	  in	  real-­‐feeding	  rats	  (Baker	  et	  al.,	  2003)	  as	  well	  as	  the	  minimal	  effects	  of	  DA	  D1	  antagonism	  on	  the	  expression	  of	  IG	  sucrose-­‐CFP	  (Azzara	  et	  al.,	  2001).	  Further,	  the	  acquisition	  of	  fat-­‐CFP	  was	  unaffected	  by	  a	  range	  of	  SCH23390	  doses	  during	  training,	  and	  extinction	  of	  fat-­‐CFP	  was	  hastened	  by	  a	  limited	  (50	  nmol/kg)	  raclopride	  dose	  range	  (Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012a),	  in	  stark	  contrast	  to	  the	  abilities	  of	  systemic	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonism	  to	  eliminate	  the	  acquisition	  of	  sucrose-­‐CFP	  in	  sham-­‐feeding	  rats	  and	  of	  fructose-­‐CFP	  in	  real-­‐feeding	  rats	  as	  well	  as	  systemic	  DA	  D1	  antagonism	  to	  eliminate	  the	  acquisition	  of	  IG	  sucrose-­‐CFP	  (Azzara	  et	  al.,	  2001;	  Baker	  et	  al.,	  2004;	  Yu	  et	  al.,	  2000a,	  2000b).	  Finally,	  the	  ability	  of	  systemic	  NMDA	  antagonism	  with	  MK-­‐801	  to	  significantly	  reduce	  the	  acquisition,	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but	  not	  the	  expression	  of	  fat-­‐CFP	  (Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012b)	  paralleled	  its	  actions	  in	  mediating	  fructose-­‐CFP	  (Golden	  &	  Houpt,	  2007).	  	  	   These	  data	  suggest	  that	  highly	  similar	  mechanisms	  mediate	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  sugar-­‐	  and	  fat-­‐CFP	  for	  NMDA,	  but	  not	  for	  DA	  D1	  or	  D2	  signaling.	  Alternatively,	  the	  reduced	  actions	  of	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonist	  actions	  in	  fat-­‐CFP	  might	  be	  attributed	  to	  limitations	  on	  simultaneously	  blocking	  both	  the	  flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  properties	  of	  fat-­‐CFP,	  or	  an	  enhanced	  ability	  of	  DA	  D1	  and/or	  DA	  D2	  antagonist	  actions	  in	  blocking	  flavor-­‐flavor-­‐mediated	  CFP	  or	  flavor-­‐nutrient-­‐CFP.	  To	  test	  these	  possibilities,	  and	  because	  glucose	  elicits	  CFP	  through	  both	  flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  processes	  (Sclafani	  and	  Ackroff,	  1994;	  Sclafani	  et	  al.,	  1993,	  1999),	  the	  present	  study	  examined	  whether	  the	  expression	  and	  acquisition	  of	  a	  CFP	  induced	  by	  oral	  consumption	  of	  higher	  (8%)	  relative	  to	  lower	  (2%)	  flavored	  solutions	  with	  glucose	  were	  altered	  by	  systemic	  pretreatment	  of	  SCH23390,	  raclopride	  or	  MK-­‐801.	  The	  use	  of	  the	  two	  different	  concentrations	  of	  glucose	  (CS+:	  8%	  vs.	  CS-­‐:	  2%)	  solutions	  in	  the	  CFP	  paradigms	  was	  based	  on:	  a)	  the	  four-­‐fold	  concentration	  difference	  employed	  in	  our	  studies	  of	  fat-­‐CFP	  employing	  one	  novel	  flavor	  with	  a	  3.5%	  (CS+)	  CO	  solution	  relative	  to	  another	  flavor	  with	  a	  0.9%	  (CS-­‐)	  CO	  solution	  (Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012a,	  2012b),	  b)	  the	  isocaloric	  amounts	  of	  the	  CS+	  (8%	  glucose	  ~	  3.5%	  CO)	  and	  CS-­‐	  (2%	  glucose	  ~	  0.9%	  CO),	  and	  c)	  preliminary	  data	  (A	  Sclafani,	  unpublished	  observations)	  demonstrating	  that	  1-­‐bottle	  training	  with	  these	  solutions	  resulted	  in	  a	  robust	  (over	  80%)	  CFP	  for	  a	  flavor	  associated	  with	  the	  higher	  over	  a	  flavor	  associated	  with	  the	  lower	  concentrations	  of	  glucose	  in	  eight	  days	  of	  2-­‐bottle	  testing.	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Methods	  The	  subjects,	  testing	  apparatus,	  solutions,	  and	  pre-­‐training	  procedures	  are	  described	  in	  the	  general	  methods	  section.	  	  Experiment	  1:	  Expression	  Procedure.	  Thirty	  rats	  were	  given	  ten	  1-­‐bottle	  training	  sessions	  (2	  h/day)	  with	  24	  ml	  of	  the	  CS+/8%G	  solution	  presented	  on	  odd-­‐numbered	  days,	  and	  24	  ml	  of	  the	  CS-­‐/2%G	  solution	  presented	  on	  even-­‐numbered	  days.	  On	  days	  9	  and	  10,	  the	  rats	  had	  access	  to	  a	  second	  sipper	  tube	  containing	  water.	  This	  familiarized	  the	  rats	  to	  the	  presence	  of	  two	  sipper	  tubes	  used	  during	  the	  choice	  tests;	  water	  intake	  was	  negligible	  in	  these	  training	  trials.	  The	  left-­‐right	  position	  of	  the	  CS	  and	  water	  sipper	  tubes	  was	  counterbalanced	  over	  the	  two	  days.	  Following	  training,	  the	  rats	  were	  given	  eight	  2-­‐bottle	  choice	  test	  sessions	  (2	  h/day)	  with	  unlimited	  (40	  ml)	  access	  to	  the	  CS+/g	  (CS+	  glucose)	  and	  CS-­‐/g	  solutions	  (CS-­‐	  glucose).	  Solution	  intakes	  during	  training	  and	  testing	  were	  measured	  by	  weighing	  (0.1	  g)	  the	  bottles	  before	  and	  after	  the	  2	  h	  sessions.	  The	  first	  group	  of	  eleven	  rats	  received	  a	  pair	  of	  vehicle	  injections	  followed	  by	  pairs	  of	  SCH23390	  injections	  at	  doses	  of	  50,	  200,	  400	  and	  800	  nmol/kg.	  A	  second	  group	  of	  eleven	  rats	  received	  a	  pair	  of	  vehicle	  injections	  followed	  by	  pairs	  of	  raclopride	  injections	  at	  doses	  of	  50,	  200,	  400	  and	  800	  nmol/kg.	  A	  third	  group	  of	  eight	  rats	  received	  a	  pair	  of	  vehicle	  injections	  followed	  by	  pairs	  of	  MK-­‐801	  injections	  at	  doses	  of	  50,	  100	  and	  200	  ug/kg.	  This	  was	  followed	  by	  2-­‐bottle	  testing	  with	  the	  CS+/g	  and	  CS-­‐/g	  solutions	  over	  1	  h.	  The	  antagonist	  dose	  range	  was	  identical	  to	  that	  used	  in	  previous	  systemic	  sugar-­‐CFP	  and	  fat-­‐CFP	  studies,	  and	  the	  paradigm	  was	  identical	  to	  that	  used	  for	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CO-­‐CFP	  (Azzara	  et	  al.,	  2001;	  Baker	  et	  al.,	  2003;	  Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012a,	  2012b;	  Golden	  and	  Houpt,	  2007;	  Yu	  et	  al.,	  2000a,	  2000b).	  Experiment	  2:	  Acquisition	  Procedure.	  Eight	  groups	  of	  rats,	  matched	  for	  their	  intakes	  of	  an	  unflavored	  0.2%	  saccharin	  solution	  prior	  to	  training,	  were	  given	  ten	  1-­‐bottle	  training	  sessions	  (2	  h/day)	  with	  the	  CS+/8%G	  solution	  presented	  on	  odd-­‐numbered	  sessions,	  and	  the	  CS-­‐/2%G	  solution	  presented	  on	  even-­‐numbered	  sessions.	  The	  first	  group	  of	  six	  rats	  received	  sc	  vehicle	  injections	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session.	  The	  second	  (n=7),	  third	  (n=10)	  and	  fourth	  (n=10)	  groups	  received	  daily	  sc	  injections	  of	  SCH23390	  at	  doses	  of	  50,	  200	  and	  400	  nmol/kg	  respectively	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session.	  The	  fifth	  (n=7),	  sixth	  (n=7)	  and	  seventh	  (n=9)	  groups	  received	  daily	  sc	  injections	  of	  raclopride	  at	  doses	  of	  50,	  200	  and	  400	  nmol/kg	  respectively	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session.	  The	  eighth	  (n=11)	  group	  received	  daily	  sc	  injections	  of	  MK-­‐801	  at	  a	  dose	  of	  100	  ug/kg	  30	  min	  prior	  to	  each	  training	  session.	  Following	  training,	  all	  groups	  were	  given	  six	  daily	  2-­‐bottle	  choice	  sessions	  (2	  h/day)	  with	  unlimited	  (40	  ml)	  access	  to	  the	  CS+/g	  and	  CS-­‐/g	  solutions;	  no	  drugs	  were	  administered	  prior	  to	  these	  sessions.	  The	  positions	  of	  the	  CS+/g	  and	  CS-­‐/g	  solutions	  were	  counterbalanced	  across	  sessions.	  The	  paradigm	  was	  identical	  to	  that	  used	  for	  CO-­‐CFP	  (Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012a,	  2012b).	  	   Data	  analysis	  is	  described	  in	  the	  general	  methods	  section.	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Results	  
	  Experiment	  1A.	  Effects	  of	  DA	  D1	  receptor	  antagonism	  on	  the	  expression	  of	  glucose-­‐CFP.	  The	  mean	  1-­‐bottle	  training	  intakes	  of	  the	  CS+/8%G	  (24	  ml)	  solution	  significantly	  exceeded	  (t(10)=	  9.51,	  p=0.0001)	  intakes	  of	  the	  CS-­‐/2%G	  (8.3	  ml)	  solution.	  In	  the	  2-­‐bottle	  preference	  
Figure	  5.1.	  (Oral	  Glucose	  Expression	  Study):	  Intakes	  (mean,	  ±S.E.M.,	  2	  h)	  of	  CS+/glucose	  (g)	  and	  CS−/g	  solutions	  in	  2-­‐bottle	  preference	  tests	  in	  animals	  receiving	  systemic	  injections	  of	  the	  DA	  D1	  antagonist,	  SCH23390	  (Panel	  A),	  the	  DA	  D2	  antagonist,	  raclopride	  (Panel	  B)	  or	  the	  non-­‐competitive	  NMDA	  antagonist,	  MK-­‐801	  30	  min	  prior	  to	  testing.	  Significant	  differences	  are	  denoted	  between	  CS+/g	  and	  CS−/g	  intake	  within	  an	  injection	  condition	  (*)	  and	  between	  CS+/g	  or	  CS-­‐/g	  intake	  following	  a	  drug	  dose	  relative	  to	  the	  corresponding	  vehicle	  treatment	  (+).	  The	  percentages	  of	  CS+/g	  intake	  over	  total	  intake	  are	  denoted	  above	  each	  pair	  of	  values	  with	  significant	  differences	  relative	  to	  vehicle	  treatment	  (+)	  noted.	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tests,	  overall,	  rats	  consumed	  significantly	  more	  CS+/g	  than	  CS-­‐/g	  (F(1,50)=	  106.90,	  p<0.0001);	  total	  intake	  significantly	  varied	  as	  a	  function	  of	  drug	  dose	  (F(4,50)=	  28.06,	  p<0.0001)	  and	  there	  was	  a	  significant	  CS	  x	  Dose	  interaction	  (F(4,50)=	  26.82,	  p<0.0001).	  CS+/g	  intakes	  significantly	  exceeded	  CS-­‐/g	  intakes	  following	  vehicle	  and	  all	  four	  SCH23390doses	  (Figure	  5.1A,	  *).	  Rats	  consumed	  significantly	  less	  CS+/g	  at	  all	  SCH23390	  doses	  as	  compared	  to	  vehicle,	  whereas	  CS-­‐/g	  intakes	  were	  unaffected	  (Figure	  5.1A,	  +).	  Correspondingly,	  total	  intake	  significantly	  declined	  following	  the	  50	  (9.2	  ml),	  200	  (6.2	  ml),	  400	  (3.0ml)	  and	  800	  (3.7	  ml)	  nmol/kg	  SCH23390	  doses	  relative	  to	  vehicle	  (23.8	  ml).	  Significant	  differences	  in	  the	  percent	  CS+/g	  intakes	  were	  observed	  (F(4,40)=	  4.79,	  p<0.003),	  and	  the	  preferences	  at	  the	  400	  (70%)	  and	  800	  (67%),	  but	  not	  the	  50	  (75%)	  and	  200	  (78%)	  nmol/kg	  SCH23390	  doses	  were	  significantly	  and	  dose-­‐dependently	  lower	  than	  the	  preference	  (95%)	  following	  vehicle	  (Figure	  5.1A,	  *).	  	  
	  Experiment	  1B.	  Effects	  of	  DA	  D2	  receptor	  antagonism	  on	  the	  expression	  of	  glucose-­‐CFP.	  The	  mean	  1-­‐bottle	  training	  intake	  of	  the	  CS+/8%G	  solution	  (24	  ml)	  was	  significantly	  (t(10)=	  6.50,	  p=0.0001)	  higher	  than	  intake	  of	  the	  CS-­‐/2%G	  solution	  (10.7	  ml).	  In	  the	  2-­‐bottle	  preference	  tests,	  overall,	  rats	  consumed	  significantly	  more	  CS+/g	  than	  CS-­‐/g	  (F(1,50)=	  130.99,	  p<0.0001);	  total	  intake	  significantly	  varied	  as	  a	  function	  of	  drug	  dose	  (F(4,50)=	  6.41,	  p<0.0003)	  and	  there	  was	  a	  significant	  CS	  x	  Dose	  interaction	  (F(4,50)=	  5.90,	  p<0.0006).	  CS+/g	  intakes	  significantly	  exceeded	  CS-­‐/g	  intakes	  following	  vehicle	  and	  all	  four	  raclopride	  doses	  (Figure	  5.1B,	  *).	  Rats	  consumed	  significantly	  less	  CS+/g	  at	  the	  400	  and	  800	  nmol/kg	  raclopride	  doses	  as	  compared	  to	  vehicle,	  whereas	  CS-­‐/g	  intakes	  were	  unaffected	  (Figure	  5.1B,	  +).	  Correspondingly,	  total	  intake	  significantly	  declined	  following	  
	   90	  
the	  400	  (16.7	  ml)	  and	  800	  (5.9	  ml)	  raclopride	  doses	  relative	  to	  vehicle	  (26.4	  ml).	  Significant	  differences	  in	  the	  percent	  CS+/g	  intakes	  were	  observed	  (F(4,40)=	  3.07,	  p<0.027),	  and	  the	  preference	  (77%)	  at	  the	  800	  nmol/kg	  raclopride	  dose	  was	  marginally,	  but	  significantly	  lower	  than	  the	  preference	  (94%)	  following	  vehicle	  (Figure	  5.1B,	  +).	  Preferences	  at	  the	  50	  (91%),	  200	  (88%)	  and	  400	  (84%)	  nmol/kg	  raclopride	  doses	  were	  intermediate,	  but	  failed	  to	  significantly	  differ	  from	  the	  vehicle	  test.	  	  Experiment	  1C.	  Effects	  of	  NMDA	  receptor	  antagonism	  on	  the	  expression	  of	  glucose-­‐CFP.	  The	  mean	  1-­‐bottle	  training	  intake	  of	  the	  CS+/8%G	  solution	  (20.9	  ml)	  was	  significantly	  (t(7)=	  4.20,	  p=0.004)	  higher	  than	  intake	  of	  the	  CS-­‐/2%G	  solution	  (14.1	  ml).	  In	  the	  2-­‐bottle	  preference	  tests,	  overall,	  rats	  consumed	  significantly	  more	  CS+/g	  than	  CS-­‐/g	  (F(1,28)=	  74.06,	  p<0.0001);	  total	  intake	  significantly	  varied	  as	  a	  function	  of	  drug	  dose	  (F(3,28)=	  11.22,	  p<0.0001)	  and	  there	  was	  a	  significant	  CS	  x	  Dose	  interaction	  (F(3,28)=	  8.81,	  p<0.0003).	  CS+/g	  intakes	  significantly	  exceeded	  CS-­‐/g	  intakes	  following	  vehicle	  and	  the	  50	  and	  100,	  but	  not	  the	  200	  ug/kg	  MK-­‐801	  doses	  (Figure	  5.1C,	  *).	  Rats	  consumed	  significantly	  less	  CS+/g	  at	  all	  MK-­‐801	  doses	  as	  compared	  to	  vehicle,	  whereas	  CS-­‐/g	  intakes	  were	  unaffected	  (Figure	  5.1C,	  +).	  Correspondingly,	  total	  intake	  significantly	  declined	  following	  the	  50	  (18.5	  ml),	  100	  (16.0	  ml)	  and	  200	  (4.3	  ml)	  MK-­‐801	  doses	  relative	  to	  vehicle	  (31.8	  ml).	  Significant	  differences	  in	  the	  percent	  CS+/g	  intakes	  were	  observed	  (F(3,21)=	  7.07,	  p<0.002),	  and	  the	  preference	  (70%)	  at	  the	  200	  ug/kg	  MK-­‐801	  dose	  was	  significantly	  lower	  than	  the	  preference	  (95%)	  following	  vehicle	  (Figure	  5.1C,	  +).	  Preferences	  at	  the	  50	  (87%)	  and	  100	  (88%)	  ug/kg	  MK-­‐801	  doses	  were	  intermediate,	  but	  failed	  to	  significantly	  differ	  from	  the	  vehicle	  test.	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  Figure	  5.2.	  (Oral	  Glucose	  Acquisition	  Study):	  Panel	  A:	  Training	  intakes	  (mean,	  +S.E.M.,	  2	  h)	  of	  rats	  exposed	  to	  ten	  1-­‐bottle	  sessions	  of	  flavored	  glucose	  solutions	  of	  8%	  (CS+/8%G,	  Days	  1,	  3,	  5,	  7,	  9)	  or	  2%	  (CS-­‐/2%G,	  Days	  2,	  4,	  6,	  8,	  10)	  30	  min	  following	  systemic	  injections	  of	  vehicle	  (Veh),	  the	  DA	  D1	  antagonist,	  SCH23390	  at	  doses	  of	  50	  (SCH	  50),	  200	  (SCH	  200)	  or	  400	  (SCH	  400)	  nmol/kg,	  the	  DA	  D2	  antagonist,	  raclopride	  at	  doses	  of	  50	  (RAC	  50),	  200	  (RAC	  200)	  or	  400	  (RAC	  400)	  nmol/kg,	  or	  the	  non-­‐competitive	  NMDA	  antagonist,	  MK-­‐801	  at	  a	  dose	  of	  100	  ug/kg	  (MK	  100).	  Significant	  differences	  are	  denoted	  between	  CS+/8%G	  and	  CS−/2%G	  intake	  within	  an	  injection	  condition	  (*)	  and	  between	  CS+/8%G	  or	  CS-­‐/2%G	  intake	  following	  a	  drug	  dose	  relative	  to	  Veh	  treatment	  (+).	  Panels	  B-­‐I:	  Intakes	  (mean,	  ±S.E.M.,2	  h)	  of	  three	  pairs	  of	  CS+/g	  and	  CS−/g	  solutions	  of	  2-­‐bottle	  preference	  tests.	  During	  training,	  separate	  groups	  received	  vehicle	  (Panel	  B),	  the	  DA	  D1	  antagonist	  SCH23390	  at	  doses	  of	  50	  (Panel	  C),	  200	  (Panel	  D)	  or	  400	  (Panel	  E)	  nmol/kg,	  the	  DA	  D2	  antagonist,	  raclopride	  at	  doses	  of	  50	  (Panel	  F),	  200	  (Panel	  G)	  or	  400	  (Panel	  H)	  nmol/kg	  or	  the	  non-­‐competitive	  NMDA	  antagonist,	  MK-­‐801	  at	  a	  dose	  of	  100	  ug/kg	  (Panel	  I).	  Significant	  differences	  (*)	  are	  denoted	  between	  CS+/g	  and	  CS−/g	  intake	  within	  each	  test	  and	  each	  group	  as	  well	  as	  the	  percentage	  of	  CS+/g	  intake	  over	  total	  intake	  relative	  to	  the	  corresponding	  vehicle	  Test	  Pair	  1	  (+)	  or	  the	  corresponding	  CS+/g	  vehicle	  Test	  Pair	  value	  (+).	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Experiment	  2.	  DA	  D1,	  DA	  D2	  and	  NMDA	  receptor	  antagonism	  and	  acquisition	  of	  glucose-­‐CFP.	  In	  the	  1-­‐bottle	  training	  intakes,	  overall	  CS+/8%G	  intake	  significantly	  (F(1,10)=	  1002.05,	  p<0.0001)	  exceeded	  CS-­‐/2%G	  intake,	  and	  significant	  differences	  were	  observed	  among	  the	  eight	  groups	  (F(7,70)=	  29.04,	  p<0.0001)	  and	  for	  the	  group	  by	  condition	  interaction	  (F(7,70)=	  21.72,	  p<0.0001).	  CS+/8%G	  training	  intakes	  were	  significantly	  greater	  than	  CS-­‐/2%G	  intake	  in	  all	  groups,	  except	  for	  the	  group	  receiving	  SCH23390	  at	  a	  dose	  of	  400	  nmol/kg	  (Figure	  5.2A).	  CS+/8%G	  intake	  in	  vehicle-­‐treated	  rats	  (23.7	  ml)	  was	  significantly	  higher	  than	  corresponding	  intakes	  in	  rats	  treated	  with	  the	  200	  (17.1	  ml)	  or	  400	  (2.7	  ml)	  nmol/kg	  doses	  of	  SCH23390	  or	  with	  the	  100	  ug/kg	  dose	  of	  MK-­‐801	  (16.2	  ml)	  (Figure	  5.2A);	  all	  other	  CS+/8%G	  intakes	  as	  well	  as	  all	  CS-­‐/2%G	  intakes	  failed	  to	  differ	  from	  corresponding	  vehicle	  treatments.	  	  
	   In	  the	  2-­‐bottle	  preference	  tests,	  overall,	  rats	  consumed	  significantly	  (F(1,10)=	  248.86,	  p<0.0001)	  more	  of	  the	  CS+/g	  than	  the	  CS-­‐/g	  solution,	  and	  significant	  differences	  were	  observed	  among	  the	  eight	  groups	  (F(7,70)=	  5.52,	  p<0.006),	  among	  test	  pairs	  (F(2,20)=	  13.76,	  p<0.0002)	  and	  for	  the	  interactions	  between	  groups	  and	  conditions	  (F(7,70)=	  7.90,	  p<0.001),	  test	  pairs	  and	  conditions	  (F(2,20)=	  12.44,	  p<0.0001)	  and	  among	  groups,	  test	  pairs	  and	  conditions	  (F(14,140)=	  1.86,	  p<0.037),	  but	  not	  for	  the	  interaction	  between	  groups	  and	  test	  pairs	  (F(14,140)=	  2.95,	  p=0.12).	  	  CS+/g	  intakes	  significantly	  exceeded	  CS-­‐/g	  intakes	  across	  all	  three	  test	  pairs	  in	  the	  vehicle-­‐trained	  (Figure	  5.2B),	  all	  SCH23390-­‐trained	  (Figure	  5.2C-­‐E),	  the	  MK-­‐801-­‐trained	  (Figure	  5.2I)	  and	  rats	  receiving	  raclopride	  doses	  of	  50	  (Figure	  5.2F)	  and	  400	  (Figure	  5.2H)	  nmol/kg	  during	  training.	  Rats	  receiving	  a	  200	  nmol/kg	  dose	  of	  raclopride	  (Figure	  5.2G)	  displayed	  significantly	  greater	  CS+/g	  than	  CS-­‐/g	  intake	  during	  the	  first	  and	  second,	  but	  not	  third	  test	  pair.	  CS+/g	  intake	  in	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vehicle-­‐trained	  rats	  was	  significantly	  greater	  than	  corresponding	  CS+/g	  intakes	  in	  rats	  trained	  with	  the	  400	  nmol/kg	  dose	  of	  SCH23390	  in	  the	  first	  test	  pair	  (Figure	  5.2E),	  in	  rats	  trained	  with	  all	  three	  raclopride	  doses	  in	  all	  three	  test	  pairs	  (Figure	  5.2F-­‐H),	  and	  in	  rats	  trained	  with	  the	  100	  ug/kg	  dose	  of	  MK-­‐801	  in	  all	  three	  test	  pairs	  (Figure	  5.2I).	  All	  other	  CS+/g	  intakes	  as	  well	  as	  all	  CS-­‐/g	  intakes	  failed	  to	  differ	  from	  corresponding	  vehicle	  treatments.	  Significant	  differences	  in	  the	  percent	  CS+/g	  intakes	  were	  observed	  among	  groups	  (F(7,70)=	  14.27,	  p<0.0001),	  test	  pairs	  (F(2,20)=	  12.99,	  p<0.0002)	  and	  for	  the	  interaction	  between	  groups	  and	  test	  pairs	  (F(14,140)=	  2.22,	  p<0.01).	  The	  percent	  CS+	  intakes	  were	  stable	  and	  similar	  across	  test	  pairs	  for	  the	  training	  groups	  receiving	  vehicle	  (94-­‐94%,	  Figure	  2B),	  the	  50	  (90-­‐97%,	  Figure	  2C)	  and	  200	  (93-­‐97%,	  Figure	  5.2D)	  nmol/kg	  SCH23390	  doses,	  as	  well	  as	  the	  50	  (88-­‐92%,	  Figure	  5.2F)	  nmol/kg	  raclopride	  dose.	  Significant	  reductions	  in	  percent	  CS+/g	  intakes	  were	  noted	  in	  animals	  trained	  with	  a	  400	  nmol/kg	  SCH23390	  dose	  across	  all	  three	  test	  pairs	  (65-­‐73%,	  Figure	  5.2E),	  animals	  trained	  with	  200	  (76-­‐82%,	  Figure	  5.2G)	  or	  400	  (76-­‐82%,	  Figure	  5.2H)	  nmol/kg	  doses	  of	  raclopride	  during	  the	  second	  and	  third	  test	  pairs,	  and	  in	  animals	  trained	  with	  the	  100	  ug/kg	  dose	  of	  MK-­‐801	  (68-­‐69%,	  Figure	  2I)	  across	  all	  three	  test	  pairs.	  Significant	  differences	  in	  total	  intake	  were	  observed	  among	  groups	  (F(5.52,	  p<0.0001),	  test	  pairs	  (F(2,20)=	  13.76,	  p<0.0002)	  and	  for	  the	  interaction	  between	  groups	  and	  test	  pairs	  (F(14,140)=	  2.95,	  p<0.0006).	  Total	  intakes	  in	  vehicle-­‐trained	  rats	  were	  significantly	  higher	  than	  rats	  trained	  with	  raclopride	  at	  the	  50	  (test	  pairs	  1	  and	  2),	  200	  (test	  pairs	  1,	  2	  and	  3)	  and	  400	  (test	  pairs	  1	  and	  2)	  nmol/kg	  doses	  as	  well	  as	  the	  100	  ug/kg	  dose	  of	  MK-­‐801	  (test	  pairs	  1	  and	  2).	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Discussion	  Glucose	  was	  selected	  as	  the	  sugar	  to	  compare	  with	  the	  fat	  (CO)-­‐CFP	  studies	  because	  oral	  glucose-­‐CFP	  is	  presumably	  mediated	  by	  both	  orosensory	  (flavor-­‐flavor)	  and	  post-­‐ingestive	  (flavor-­‐nutrient)	  processes	  (Sclafani	  et	  al.,	  1993,	  1994,	  1999).	  This	  mediation	  was	  supported	  in	  the	  present	  study	  that	  observed	  a	  strong	  and	  persistent	  oral	  glucose-­‐CFP	  (94-­‐97%)	  that	  was	  similar	  in	  magnitude	  to	  CFP	  induced	  by	  IG	  sucrose	  Azzara	  et	  al.,	  2001),	  but	  higher	  than	  that	  observed	  (~75-­‐80%)	  for	  an	  oral	  sucrose	  and	  saccharin	  solution	  relative	  to	  0.2%	  saccharin	  in	  sham-­‐feeding	  rats	  (Yu	  et	  al.,	  1999,	  2000a,	  2000b)	  or	  an	  oral	  fructose	  and	  saccharin	  solution	  relative	  to	  0.2%	  saccharin	  in	  real-­‐feeding	  rats	  (Baker	  et	  al.,	  2003,	  2004;	  Golden	  &	  Houpt,	  2007).	  	  	  DA	  D1	  antagonist	  effects	  on	  expression	  of	  oral	  glucose-­‐CFP:	  The	  expression	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  was	  evaluated	  for	  sensitivity	  to	  systemic	  DA	  D1	  receptor	  antagonism.	  In	  flavor-­‐flavor	  CFP	  studies,	  the	  expression	  of	  oral	  sucrose-­‐CFP	  in	  sham-­‐feeding	  rats	  was	  significantly	  and	  dose-­‐dependently	  reduced	  by	  systemic	  SCH23390	  doses	  of	  200	  (64%)	  and	  800	  (54%)	  nmol/kg	  (Yu	  et	  al.,	  2000a,	  2000b),	  whereas	  an	  entire	  50-­‐800	  nmol/kg	  SCH23390	  systemic	  dose	  range	  eliminated	  (39-­‐55%)	  the	  expression	  of	  oral	  fructose-­‐CFP	  in	  real-­‐feeding	  rats	  (Baker	  et	  al.,	  2003).	  In	  these	  studies,	  the	  CS+	  solution	  was	  mixed	  with	  0.2%	  saccharin,	  and	  the	  CS-­‐	  solution	  was	  0.2%	  saccharin.	  SCH23390	  administered	  into	  either	  the	  NAc	  or	  AMY,	  but	  not	  the	  mPFC	  also	  significantly	  reduced	  the	  expression	  of	  fructose-­‐CFP	  (Bernal	  et	  al.,	  2008,	  2009;	  Malkusz	  et	  al.,	  2012).	  In	  flavor-­‐nutrient	  CFP	  studies,	  the	  expression	  of	  IG	  sucrose-­‐CFP	  was	  significantly	  reduced	  by	  a	  400,	  but	  not	  200	  nmol/kg	  dose	  of	  systemic	  SCH23390,	  but	  the	  magnitude	  of	  the	  effect	  was	  somewhat	  muted	  (68%)	  and	  occurred	  only	  when	  SCH23390	  profoundly	  reduced	  overall	  intake	  (Azzara	  et	  al.,	  2001).	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The	  ability	  of	  SCH23390	  to	  reduce	  the	  expression	  of	  IG-­‐glucose-­‐CFP	  was	  also	  minimal	  following	  administration	  into	  the	  NAc,	  AMY	  and	  mPFC	  (Touzani	  et	  al.,	  2008,	  2009,	  2010a).	  The	  present	  findings	  demonstrated	  that	  the	  expression	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  was	  significantly	  reduced	  by	  systemic	  SCH23390	  doses	  of	  400	  (70%)	  and	  800	  (67%),	  but	  not	  50	  or	  200,	  nmol/kg	  doses	  relative	  to	  vehicle	  treatment	  (95%).	  Moreover,	  CS+/g	  intakes	  were	  significantly	  higher	  than	  CS-­‐/g	  intakes	  following	  all	  conditions,	  and	  the	  significant	  decreases	  in	  CS+	  preference	  (67-­‐70%	  vs.	  95%)	  were	  noted	  only	  when	  SCH23390	  profoundly	  depressed	  overall	  2%	  glucose	  intake	  following	  the	  400	  and	  800	  nmol/kg	  doses.	  Lower	  doses	  need	  to	  be	  studied	  because	  the	  confound	  of	  low	  intakes	  obscure	  the	  delineation	  of	  a	  true	  drug-­‐induced	  change	  in	  “preference”	  relative	  to	  such	  a	  decline	  in	  take	  is	  not	  able	  to	  be	  included	  as	  a	  preference.	  These	  expression	  data	  are	  consistent	  with	  the	  combined	  flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  properties	  of	  oral	  glucose	  as	  compared	  with	  the	  more	  powerful	  DA	  D1	  antagonist	  effects	  of	  flavor-­‐flavor	  sugar	  paradigms	  (sucrose-­‐CFP	  in	  sham-­‐fed	  rats;	  fructose-­‐CFP	  in	  real-­‐fed	  rats)	  tempered	  with	  its	  milder	  actions	  in	  flavor-­‐nutrient	  sugar	  paradigms	  (IG	  sucrose-­‐CFP).	  In	  oral	  glucose-­‐CFP,	  we	  compared	  a	  higher	  CS+	  (8%)	  solution	  with	  a	  lower	  CS-­‐	  (2%)	  solution	  in	  the	  same	  manner	  as	  we	  did	  in	  the	  CO	  studies.	  When	  we	  compare	  pharmacological	  differences	  between	  oral	  glucose-­‐CFP	  effects	  with	  that	  of	  fructose-­‐CFP	  effects	  (e.g.,	  Baker	  et	  al.,	  2003,	  2004),	  it	  should	  be	  noted	  that	  a	  fructose+saccharin	  solution	  was	  used	  as	  the	  CS+	  and	  saccharin	  was	  used	  as	  the	  CS-­‐.	  A	  future	  study	  should	  examine	  the	  pharmacology	  of	  fructose-­‐CFP	  using	  8%	  fructose	  as	  the	  CS+	  and	  2%	  fructose	  as	  the	  CS-­‐.Thus,	  DA	  D1	  antagonist	  effects	  upon	  the	  expression	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  mimic	  its	  effects	  upon	  the	  expression	  of	  flavor-­‐nutrient-­‐mediated	  IG	  glucose-­‐CFP,	  and	  indicate	  that	  DA	  D1	  antagonist	  effects	  upon	  flavor-­‐flavor	  CFP	  processes	  are	  more	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profound.	  The	  limited	  action	  of	  SCH23390	  on	  the	  expression	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  is	  quite	  similar	  to	  those	  effects	  on	  fat	  (CO)-­‐CFP	  in	  which	  intermediate	  (200-­‐400	  nmol/kg)	  systemic	  SCH23390	  doses	  significantly	  reduced	  (56-­‐67%)	  the	  expression	  of	  CO-­‐CFP,	  effects	  accompanied	  by	  profound	  reductions	  in	  total	  CO	  intake	  (Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012a).	  	  	  	  	  	  DA	  D2	  antagonist	  effects	  on	  expression	  of	  oral	  glucose-­‐CFP:	  The	  expression	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  was	  also	  evaluated	  for	  sensitivity	  to	  systemic	  DA	  D2	  receptor	  antagonism.	  In	  flavor-­‐flavor	  CFP	  studies,	  the	  expression	  of	  oral	  sucrose-­‐CFP	  in	  sham-­‐feeding	  rats	  was	  significantly	  and	  dose-­‐dependently	  reduced	  by	  systemic	  raclopride	  doses	  of	  200	  (67%)	  and	  800	  (55%)	  nmol/kg	  (Yu	  et	  al.,	  2000a,	  2000b).	  In	  contrast,	  only	  an	  intermediate	  200	  nmol/kg	  raclopride	  dose	  reduced,	  but	  did	  not	  eliminate	  (66%)	  the	  expression	  of	  oral	  fructose-­‐CFP	  in	  real-­‐feeding	  rats	  (Baker	  et	  al.,	  2003).	  Raclopride	  administered	  into	  either	  the	  NAc	  or	  AMY,	  but	  not	  the	  mPFC	  also	  significantly	  reduced	  the	  expression	  of	  fructose-­‐CFP	  (Bernal	  et	  al.,	  2008,	  2009;	  Malkusz	  et	  al.,	  2012).	  Moreover,	  in	  flavor-­‐nutrient	  CFP	  studies,	  the	  expression	  of	  IG	  sucrose-­‐CFP	  was	  unaffected	  by	  200	  and	  400	  nmol/kg	  doses	  of	  systemic	  raclopride	  (Azzara	  et	  al.,	  2001).	  The	  present	  findings	  demonstrated	  that	  the	  expression	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  was	  marginally,	  but	  significantly	  reduced	  (to	  77%	  vs.	  94%)	  by	  systemic	  raclopride	  only	  at	  the	  highest	  800	  nmol/kg	  dose.	  Further,	  CS+/g	  intakes	  were	  significantly	  higher	  than	  CS-­‐/g	  intakes	  following	  all	  conditions,	  and	  this	  marginally	  significant	  reduction	  in	  CS+	  preference	  was	  noted	  only	  when	  raclopride	  profoundly	  depressed	  overall	  2%	  glucose	  intake.	  These	  expression	  data	  are	  also	  consistent	  with	  the	  combined	  flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  properties	  of	  oral	  glucose	  with	  the	  greater	  DA	  D2	  antagonist	  effects	  of	  flavor-­‐flavor	  sugar	  paradigms	  tempered	  with	  its	  lack	  of	  effects	  in	  flavor-­‐nutrient	  sugar	  paradigms.	  Thus,	  minimal	  DA	  D2	  antagonist	  effects	  were	  noted	  upon	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the	  expression	  of	  oral	  glucose-­‐CFP,	  similar	  to	  the	  limited	  ability	  of	  systemic	  raclopride	  (200	  nmol/kg)	  to	  reduce	  (61%)	  the	  expression	  of	  fat	  (CO)-­‐CFP	  (Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012a).	  NMDA	  antagonist	  effects	  on	  expression	  of	  oral	  glucose-­‐CFP:	  The	  expression	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  was	  evaluated	  for	  sensitivity	  to	  systemic	  NMDA	  receptor	  antagonism.	  In	  flavor-­‐flavor	  CFP	  studies,	  the	  expression	  of	  oral	  fructose-­‐CFP	  failed	  to	  be	  affected	  by	  a	  systemic	  MK-­‐801	  (100	  ug/kg)	  dose	  (Golden	  &	  Houpt,	  2007).	  In	  flavor-­‐nutrient	  CFP	  studies,	  the	  expression	  of	  IG	  glucose-­‐CFP	  was	  unaffected	  AP-­‐5	  administered	  into	  the	  AMY	  (Touzani	  et	  al.,	  2013).	  The	  present	  findings	  demonstrated	  that	  the	  expression	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  was	  marginally,	  but	  significantly	  reduced	  (to	  70%	  vs.	  95%)	  by	  systemic	  MK-­‐801	  only	  at	  the	  highest	  200	  µg/kg	  dose,	  which	  also	  profoundly	  depressed	  overall	  2%	  glucose	  intake.	  Thus,	  minimal	  NMDA	  antagonist	  effects	  were	  noted	  upon	  the	  expression	  of	  oral	  glucose-­‐CFP,	  identical	  to	  the	  limited	  dose-­‐dependent	  ability	  of	  systemic	  MK-­‐801	  (200	  ug/kg)	  to	  eliminate	  expression	  of	  fat	  (CO)-­‐CFP	  only	  at	  a	  dose	  that	  profoundly	  suppressed	  CO	  intake	  (Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012b).	  Acquisition	  of	  oral	  glucose-­‐CFP.	  The	  acquisition	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  was	  evaluated	  for	  sensitivity	  to	  systemic	  SCH23390,	  raclopride	  and	  MK-­‐801.	  In	  flavor-­‐flavor	  CFP	  studies,	  systemic	  administration	  of	  SCH23390	  (200	  nmol/kg)	  significantly	  reduced	  the	  acquisition	  of	  flavor-­‐flavor-­‐mediated	  sucrose-­‐CFP	  in	  sham-­‐feeding	  rats	  (66%	  vs.	  80%:	  Yu	  et	  al.,	  2000b)	  and	  eliminated	  the	  acquisition	  of	  fructose-­‐CFP	  in	  real-­‐feeding	  rats	  (39-­‐55%	  vs.	  77%:	  Baker	  et	  al.,	  2003).	  Correspondingly,	  systemic	  administration	  of	  raclopride	  (200	  nmol/kg)	  significantly	  reduced	  the	  acquisition	  of	  flavor-­‐flavor-­‐mediated	  sucrose-­‐CFP	  in	  sham-­‐feeding	  rats	  (69%	  vs.	  80%:	  Yu	  et	  al.,	  2000b)	  and	  eliminated	  the	  acquisition	  of	  fructose-­‐CFP	  in	  real-­‐feeding	  rats	  (46-­‐56%	  vs.	  77%:	  Baker	  et	  al.,	  2003).	  Whereas	  SCH23390	  administered	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into	  only	  the	  mPFC	  eliminated	  the	  acquisition	  of	  fructose-­‐CFP,	  raclopride	  administered	  into	  both	  the	  mPFC	  or	  AMY	  eliminated	  acquisition	  (Bernal	  et	  al.,	  2008,	  2009;	  Malkusz	  et	  al.,	  2012).	  Finally,	  systemic	  administration	  of	  MK-­‐801	  (100	  µg/kg)	  eliminated	  the	  acquisition	  of	  fructose-­‐CFP	  (50%	  vs.	  90%:	  Golden	  &	  Houpt,	  2007).	  In	  flavor-­‐nutrient	  CFP	  studies,	  systemic	  administration	  of	  SCH23390	  (200	  nmol/kg:	  50%	  vs.	  80%),	  but	  not	  raclopride	  (200-­‐400	  nmol/kg:	  77%	  vs.	  80%)	  eliminated	  the	  acquisition	  of	  IG	  sucrose-­‐CFP	  (Azzara	  et	  al.,	  2001).	  SCH23390	  microinjected	  into	  the	  NAc,	  AMY	  or	  mPFC	  also	  eliminated	  the	  acquisition	  of	  IG	  glucose-­‐CFP	  (Touzani	  et	  al.,	  2008,	  2009,	  2010a).	  Further,	  amygdalar	  administration	  of	  the	  competitive	  NMDA	  antagonist,	  AP-­‐5,	  eliminated	  the	  acquisition	  of	  IG	  glucose-­‐CFP	  (Touzani	  et	  al.,	  2013).	  
1.	  DA	  D1	  antagonist	  effects	  upon	  glucose-­‐CFP	  acquisition.	  In	  marked	  contrast,	  the	  present	  study	  demonstrated	  that	  the	  acquisition	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  failed	  to	  be	  affected	  by	  either	  the	  50	  (90-­‐97%)	  or	  200	  (91-­‐97%)	  nmol	  training	  doses	  of	  SCH23390	  relative	  to	  vehicle	  (94-­‐97%)	  treatment.	  Increasing	  the	  SCH23390	  training	  dose	  (400	  nmol/kg)	  resulted	  in	  acquisition	  of	  oral-­‐glucose-­‐CFP	  such	  that	  CS+/g	  intakes	  were	  significantly	  greater	  than	  CS-­‐/g	  intakes	  across	  all	  three	  test	  pairs.	  However,	  the	  magnitude	  of	  the	  preference	  was	  significantly	  reduced	  (65-­‐73%)	  relative	  to	  vehicle-­‐trained	  rats.	  This	  effect	  was	  accompanied	  by	  a	  significant	  decrease	  in	  CS+/8%G	  intakes	  during	  training.	  Thus,	  whereas	  isolated	  flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  processes	  in	  mediating	  the	  acquisition	  of	  sugar-­‐CFP	  are	  separately	  controlled	  by	  DA	  D1	  signaling,	  the	  combination	  of	  these	  oral	  and	  post-­‐oral	  processes	  in	  the	  acquisition	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  mitigated	  the	  potency	  and	  magnitude	  of	  DA	  D1	  antagonist	  effects.	  The	  limited	  action	  of	  SCH23390	  on	  the	  acquisition	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of	  oral	  glucose-­‐CFP	  is	  quite	  similar	  to	  those	  effects	  on	  fat	  (CO)-­‐CFP	  in	  which	  SCH23390	  (25-­‐200	  nmol/kg)	  failed	  to	  alter	  the	  acquisition	  of	  CO-­‐CFP	  (Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012a).	  	  
2.	  DA	  D2	  antagonist	  effects	  upon	  glucose-­‐CFP	  acquisition.	  The	  present	  study	  also	  demonstrated	  that	  the	  acquisition	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  failed	  to	  be	  affected	  by	  the	  50	  nmol/kg	  (88-­‐92%)	  dose	  of	  systemic	  raclopride.	  Increasing	  the	  raclopride	  training	  dose	  to	  200	  or	  400	  nmol/kg)	  resulted	  in	  initial	  acquisition	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  after	  the	  first	  test	  pairs	  followed	  by	  a	  marginal,	  but	  significant	  reductions	  (76-­‐82%)	  in	  the	  magnitude	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  (95%)	  over	  the	  second	  and	  third	  (76%)	  test	  pairs,	  suggesting	  hastened	  extinction.	  “Hastening	  of	  extinction”	  is	  a	  term	  used	  to	  define	  increasingly	  weaker	  forms	  of	  expression	  as	  time	  goes	  along.	  Reasons	  for	  this	  could	  be	  due	  to	  the	  actual	  weak	  connections	  made	  during	  the	  training.	  Another	  possibility	  to	  explain	  the	  hastening	  of	  extinction	  could	  be	  due	  to	  region-­‐specific	  differences	  in	  learning,	  but	  is	  discounted	  due	  to	  the	  fact	  the	  IG-­‐glucose	  CFP	  is	  reduced	  by	  DA	  D1	  antagonism	  in	  the	  mPFC,	  AMY,	  NAc	  shell	  and	  NAc	  core	  (Touzani,	  et	  al.,	  2008;	  2009a;	  2010b).	  A	  third	  possibility	  would	  be	  to	  also	  test	  “state-­‐dependent	  learning”	  to	  examine	  the	  difference	  between	  the	  testing	  phase	  of	  the	  acquisition	  group	  and	  the	  testing	  phase	  of	  the	  “state-­‐dependent”	  group,	  but	  further	  studies	  need	  to	  be	  done	  in	  order	  to	  examine	  this	  speculation.	  These	  mild	  effects	  were	  accompanied	  by	  a	  selective	  decrease	  in	  total	  and	  CS+/g,	  but	  not	  CS-­‐/g	  intakes	  across	  all	  test	  pairs	  following	  all	  raclopride	  training	  doses.	  Thus,	  the	  combined	  oral	  and	  post-­‐oral	  processes	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  is	  mediated	  by	  DA	  D2	  antagonist	  effects	  of	  flavor-­‐flavor	  sugar	  paradigms	  tempered	  with	  its	  lack	  of	  effects	  in	  flavor-­‐nutrient	  sugar	  paradigms.	  These	  data	  parallel	  the	  limited	  ability	  of	  systemic	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raclopride	  (50	  nmol/kg)	  to	  hasten	  the	  extinction	  of	  an	  acquired	  fat	  (CO)-­‐CFP	  (Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012a).	  
3.	  NMDA	  antagonist	  effects	  upon	  glucose-­‐CFP	  acquisition.	  Finally,	  the	  present	  study	  demonstrated	  that	  although	  CS+/g	  intakes	  always	  significantly	  exceeded	  CS-­‐/g	  intakes	  during	  acquisition	  testing	  in	  MK-­‐801-­‐trained	  rats,	  the	  magnitude	  of	  the	  preference	  was	  significantly	  reduced	  (68-­‐69%)	  relative	  to	  vehicle-­‐trained	  rats.	  These	  effects	  were	  accompanied	  by	  a	  selective	  decrease	  in	  total	  and	  CS+/g,	  but	  not	  CS-­‐/g	  intakes	  across	  all	  test	  pairs	  following	  the	  100	  µg/kg	  MK-­‐801	  dose.	  Thus	  again,	  whereas	  isolated	  flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  processes	  in	  mediating	  the	  acquisition	  of	  sugar-­‐CFP	  are	  separately	  controlled	  by	  NMDA	  signaling,	  the	  combination	  of	  these	  oral	  and	  post-­‐oral	  processes	  in	  the	  acquisition	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  mitigated	  the	  magnitude	  of	  NMDA	  antagonist	  effects.	  These	  data	  parallel	  the	  ability	  of	  systemic	  MK-­‐801	  to	  reduce	  (59-­‐67%)	  the	  acquisition	  of	  fat	  (CO)-­‐CFP	  across	  three	  acquisition	  tests	  (Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012b).	  The	  effect	  of	  NMDA	  antagonism	  to	  reduce	  CO	  relative	  to	  glucose	  acquisition	  of	  CFP	  could	  be	  also	  attributed	  to	  the	  fact	  that	  MK-­‐801	  reduced	  CS+	  (~33%)	  and	  CS-­‐	  (~60%)	  intakes	  of	  the	  CO	  solutions	  relative	  to	  comparable	  reductions	  in	  training	  intakes	  of	  the	  CS+	  and	  CS-­‐	  glucose	  solutions.	  The	  greater	  loss	  in	  preference	  could	  be	  due	  to	  these	  more	  marked	  effects	  of	  MK-­‐801	  upon	  CO	  during	  training.	  Possible	  Sites	  and	  Mechanisms	  of	  Action	  for	  Oral	  Glucose-­‐	  and	  Fat-­‐CFP:	  The	  present	  data	  with	  oral	  glucose-­‐CFP	  and	  previous	  data	  (Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012a,	  2012b)	  with	  CO-­‐CFP	  strongly	  suggest	  that	  DA	  D1,	  DA	  D2	  and	  NMDA	  substrates	  mediating	  sugar-­‐	  and	  fat-­‐CFP	  are	  weaker	  when	  both	  flavor-­‐flavor	  (orosensory)	  and	  flavor-­‐nutrient	  (post-­‐ingestive)	  processes	  are	  both	  engaged	  relative	  to	  when	  each	  process	  is	  dissected	  into	  separable	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components.	  If	  this	  assumption	  is	  correct,	  it	  would	  then	  follow	  that	  the	  pharmacological	  substrates	  of	  flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  processes	  do	  not	  use	  identical	  mechanisms	  of	  action,	  an	  issue	  that	  has	  been	  reviewed	  previously	  (Sclafani	  et	  al.,	  2011;	  Touzani	  et	  al.,	  2010b).	  Therefore,	  it	  is	  important	  to	  identify	  potential	  neural	  areas	  of	  convergence	  of	  orosensory	  and	  post-­‐ingestive	  processes	  in	  which	  interactions	  can	  take	  place.	  The	  nucleus	  of	  the	  solitary	  tract	  (NTS)	  receives	  inputs	  from	  gustatory	  fibers	  from	  the	  taste	  buds	  through	  the	  seventh	  (facial:	  chorda	  tympani	  branch)	  and	  glossopharyngeal	  (ninth)	  cranial	  nerves	  as	  well	  gastric	  and	  intestinal	  inputs	  from	  the	  vagus	  (tenth)	  cranial	  nerves,	  and	  in	  turn	  projects	  to	  brainstem	  (parabrachial	  nucleus:	  PBN)	  and	  thalamic	  nuclei	  (e.g.,	  Beckstead	  et	  al.,	  1980).	  A	  role	  for	  the	  NTS	  in	  integrating	  orosensory	  and	  post-­‐ingestive	  signals	  was	  demonstrated	  in	  lithium	  chloride	  (LiCl)	  conditioned	  taste	  aversion	  (CTA)	  studies	  in	  which	  a	  single	  pairing	  of	  a	  saccharin	  taste	  paired	  with	  LiCl	  resulted	  in	  subsequent	  saccharin	  re-­‐exposure	  inducing	  similar	  NTS	  c-­‐fos	  activation	  in	  the	  same	  region	  as	  LiCl	  alone	  (Swank	  and	  Bernstein,	  1994),	  produced	  greater	  activation	  than	  quinine	  (Houpt	  et	  al.,	  1996a;	  Swank	  et	  al.,	  1995),	  and	  was	  not	  related	  to	  conditioned	  fear	  (Schafe	  et	  al.,	  2000).	  An	  identical	  effect	  was	  observed	  with	  sucrose	  as	  the	  conditioned	  stimulus	  which	  could	  be	  extinguished	  by	  repeated	  sucrose	  infusions	  (Houpt	  et	  al.,	  1994)	  and	  the	  number	  of	  c-­‐fos	  positive	  cells	  in	  the	  intermediate	  nucleus	  of	  the	  NTS	  (iNTS)	  was	  proportional	  to	  the	  magnitude	  of	  the	  expression	  of	  the	  CTA	  up	  to	  6	  months	  after	  exposure	  (Houpt	  et	  al.,	  1996b).	  Both	  LiCl-­‐CTA	  and	  increased	  iNTS	  c-­‐fos	  expression	  were	  disrupted	  by	  lesions	  placed	  in	  the	  area	  postrema	  (Spencer	  et	  al.,	  2012)	  and	  administration	  of	  the	  NMDA	  glycine-­‐binding	  site	  agonist,	  D-­‐cycloserine	  (Nunnick	  et	  al.,	  2007),	  but	  not	  following	  sub-­‐diaphragmatic	  vagotomy	  (Houpt	  et	  al.,	  1997).	  In	  contrast,	  the	  nitric	  oxide	  synthase	  inhibitor,	  L-­‐NAME	  attenuated	  the	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increased	  iNTS	  c-­‐fos	  response	  to	  LiCl,	  but	  not	  LiCl-­‐CTA	  (Jahng	  et	  al.,	  2004).	  LiCl	  injections	  activate	  a	  number	  of	  forebrain	  regions	  by	  inducing	  c-­‐fos	  and	  inducible	  cAMP	  early	  repressor	  transcription	  factor	  gene	  expression	  (Spencer	  and	  Houpt,	  2001),	  including	  the	  central	  nucleus	  of	  the	  AMY,	  a	  site	  involved	  in	  DA	  mediation	  of	  the	  acquisition	  of	  flavor-­‐flavor	  fructose-­‐CFP	  and	  flavor-­‐nutrient	  IG	  glucose-­‐CFP	  (Bernal	  et	  al.,	  2009;	  Malkusz	  et	  al.,	  2012;	  Touzani	  et	  al.,	  2009).	  Indeed,	  LiCl-­‐CTA	  produces	  such	  AMY-­‐induced	  effects	  as	  increased	  phospho-­‐acetylation	  of	  histone	  H3	  (Kwon	  and	  Houpt,	  2010),	  increases	  in	  mitogen-­‐activated	  protein	  kinase	  (Kwon	  and	  Houpt,	  2012),	  Fra-­‐2	  and	  c-­‐Fos	  expression	  (Kwon	  et	  al.,	  2008).	  Intra-­‐AMY	  okadaic	  acid	  enhanced	  Li-­‐Cl-­‐CTA	  and	  CREB	  phosphorylation	  (Oberbeck	  et	  al.,	  2010).	  These	  data	  appear	  to	  link	  the	  integrative	  aspects	  of	  orosensory	  and	  post-­‐ingestive	  processes	  related	  to	  LiCl-­‐CTA	  to	  connections	  between	  the	  NTS	  and	  the	  AMY,	  and	  may	  serve	  as	  one	  neural	  link	  for	  similar	  actions	  in	  mediating	  CFP	  induced	  by	  oral	  glucose	  or	  CO.	  Lastly,	  the	  NTS	  was	  found	  to	  possess	  neural	  connections	  with	  the	  Ventral	  Tegmental	  Area	  (VTA)	  (Ito	  &	  Seki,	  1998;	  Kirouac	  &	  Gangluly,	  1995)	  which	  is	  the	  origin	  of	  the	  DA	  cell	  bodies	  in	  the	  mesotelencephalic	  DA	  pathway,	  which	  projects	  to	  the	  NAc,	  AMY	  and	  mPFC	  (e.g.,	  Swanson,	  1982).	  	  A	  second	  potential	  neural	  integrator	  of	  flavor-­‐flavor	  (orosensory)	  and	  flavor-­‐nutrient	  (post-­‐ingestive)	  processes	  in	  sugar-­‐	  and	  fat-­‐CFP	  is	  the	  PBN	  (e.g.,	  Beckstead	  et	  al.,	  1980).	  The	  PBN	  has	  many	  projections	  which	  include	  the	  NAc	  shell	  (Kirouac	  &	  Ciriello,	  1997)	  and	  the	  central	  nucleus	  of	  the	  AMY	  (Norgren,	  1995).	  Furthermore,	  integrity	  of	  the	  PBN	  is	  essential	  for	  acquisition	  of	  a	  new	  CTA	  and	  conditioned	  odor	  aversion,	  but	  not	  necessary	  for	  a	  previously-­‐acquired	  CTA	  (Grigson	  et	  al.,	  1997,	  1998a,	  1998b;	  Mungarndee	  et	  al.,	  2006).	  PBN	  lesions	  also	  blocked	  the	  acquisition	  of	  a	  preference	  induced	  by	  a	  taste	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that	  was	  paired	  with	  long-­‐term	  (22	  h)	  IG	  carbohydrate	  infusions,	  but	  did	  develop	  a	  preference	  (due	  to	  reward)	  of	  a	  more	  complex	  flavor	  (odor	  +	  taste	  stimulus)	  was	  employed	  (Sclafani	  et	  al.,	  2001).	  The	  ability	  of	  oral	  sucrose	  stimulation	  to	  increase	  DA	  and	  DA	  turnover	  in	  the	  NAc	  (Hajnal	  and	  Norgren,	  2001,	  2002;	  Hajnal	  et	  al.,	  2004),	  a	  site	  implicated	  in	  DA	  mediation	  of	  flavor-­‐flavor	  fructose-­‐CFP	  and	  flavor-­‐nutrient	  IG	  glucose-­‐CFP	  (Bernal	  et	  al.,	  2008;	  Touzani	  et	  al.,	  2008),	  was	  blocked	  by	  lesions	  placed	  in	  the	  PBN	  (Hajnal	  and	  Norgren,	  2005).	  PBN	  lesions	  also	  eliminated	  the	  increase	  in	  AMY	  and	  NAc	  shell	  c-­‐Fos	  induced	  by	  sham	  feeding	  of	  sucrose	  (Mungarndee	  et	  al.,	  2008).	  Moreover,	  sham	  feeding	  corn	  oil	  also	  increased	  NAc	  DA	  in	  the	  rat	  (Liang	  et	  al.,	  2006).	  However,	  rats	  with	  PBN	  lesions	  learned	  to	  avoid	  LiCl-­‐CTA	  when	  corn	  oil	  was	  the	  conditioned	  stimulus,	  but	  failed	  to	  display	  a	  LiCl-­‐CTA	  when	  sucrose	  was	  the	  conditioned	  stimulus	  (Liang	  et	  al.,	  2012b).	  Yet,	  PBN	  lesions	  disrupted	  an	  anticipatory	  contrast	  effect	  for	  both	  sucrose	  and	  corn	  oil	  (Liang	  et	  al.,	  2012c),	  and	  reduced	  operant	  responding	  for	  both	  sugar	  and	  fat	  (Liang	  et	  al.,	  2012a).	  Again,	  these	  data	  appear	  to	  link	  the	  integrative	  aspects	  of	  orosensory	  and	  post-­‐ingestive	  processes	  of	  intake	  of	  preferred	  or	  aversive	  solutions	  to	  connections	  between	  the	  PBN	  and	  forebrain	  (NAc	  and	  AMY)	  structures	  implicated	  in	  the	  mediation	  of	  CFP	  induced	  by	  oral	  glucose	  or	  CO.	  Finally,	  the	  mediation	  of	  these	  complex	  forms	  of	  CFP	  may	  depend	  upon	  the	  interplay	  between	  relevant	  neurochemical	  systems	  such	  as	  DA	  and	  glutamate.	  Thus,	  the	  recent	  finding	  that	  the	  acquisition	  of	  IG	  glucose-­‐CFP	  can	  be	  blocked	  by	  simultaneous	  administration	  of	  DA	  D1	  and	  NMDA	  receptor	  antagonists	  into	  each	  side	  of	  the	  AMY	  (Touzani	  et	  al.,	  2013)	  may	  serve	  as	  a	  model	  for	  determining	  the	  pharmacological	  substrates	  of	  sugar-­‐	  and	  fat-­‐CFP	  induced	  by	  activation	  of	  both	  orosensory	  and	  post-­‐ingestive	  processes.	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  The	  DA	  D1	  and	  DA	  D2	  in	  the	  CFP	  of	  CO	  and	  glucose,	  both	  solutions	  of	  which	  are	  mediated	  through	  f/f	  and	  f/n	  processes	  was	  found	  to	  have	  muted	  effects.	  Meanwhile	  the	  treatments	  that	  have	  only	  f/f	  or	  only	  f/n	  processes,	  (i.e.,	  fructose,	  sham	  sucrose,	  IG	  glucose,	  etc.)	  were	  found	  to	  be	  more	  heavily	  influenced	  by	  DA	  D1	  and	  D2	  receptor	  antagonists.	  These	  influences	  may	  occur	  differently	  throughout	  the	  DA	  system	  in	  the	  brain.	  Through	  immunohistochemical	  c-­‐fos	  (a	  marker	  that	  indirectly	  detects	  activation)	  examination	  of	  the	  DA	  mesotelencephalic	  reward	  pathway	  and	  the	  nigrostriatal	  DA	  pathway,	  our	  next	  study	  investigates	  how	  the	  f/f	  and	  f/f-­‐f/n	  processes	  affect	  different	  parts	  of	  the	  brain	  after	  oral	  ingestion	  of	  CO,	  glucose,	  fructose	  and	  controls.	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Chapter	  6.	  c-­‐fos	  Induction	  in	  the	  Dorsal	  Striatum	  and	  Mesotelencephalic	  Dopamine	  
Pathway	  Following	  Oral	  Intake	  of	  Sugars	  and	  Fats	  in	  Rats	  
	  
Introduction	  Obesity	  is	  a	  problem	  in	  particularly	  developed	  countries,	  where	  cheap,	  highly	  palatable,	  energy-­‐dense	  food	  is	  readily	  available	  (Dragone,	  2009),	  usually	  in	  the	  form	  of	  high-­‐fat	  and	  or	  sugar-­‐rich	  fare.	  Palatability	  is	  a	  factor	  that	  can	  exacerbate	  intake	  thereby	  playing	  an	  important	  role	  in	  driving	  caloric	  consumption	  in	  excess	  of	  metabolic	  demand	  and	  ultimately	  promoting	  obesity	  (Raynor	  and	  Epstein,	  2001).	  In	  addition	  to	  innate	  factors	  governing	  intake	  of	  sugars	  and	  fats,	  learning	  also	  plays	  an	  important	  role	  in	  the	  development	  of	  preferences	  for	  high-­‐fat	  and	  sugar-­‐rich	  foods	  (Sclafani,	  1999).	  Preferences	  in	  rodents	  can	  be	  based	  on	  learned	  associations	  between	  a	  stimulus	  (e.g.,	  Kool	  Aid	  flavor)	  and	  the	  orosensory	  flavor	  characteristics	  of	  the	  nutrient	  (smell,	  taste,	  texture)	  (flavor-­‐flavor	  (f/f)	  conditioning)	  or	  learned	  associations	  between	  a	  stimulus	  and	  the	  post-­‐ingestive	  consequences	  of	  the	  nutrient	  (flavor-­‐nutrient	  (f/n)	  conditioning)	  (Azzara	  et	  al.,	  2001;	  Baker	  et	  al.,	  2003;	  Dela	  Cruz,	  et	  al.,	  2012b;	  Yu	  et	  al.	  2000a,	  2000b).	  Most	  food	  preferences	  are	  learned	  through	  experiences	  of	  combinations	  of	  f/f	  and	  f/n	  consequences	  in	  ingesting	  those	  foods.	  Sucrose	  (Azzara	  et	  al.,	  2001;	  Yu	  et	  al,	  2000a,	  2000b),	  one	  of	  its	  monosaccharides,	  glucose	  (Sclafani	  and	  Ackroff,	  1994;	  Touzani	  et	  al.,	  2009,	  2010),	  and	  fat	  (in	  corn-­‐oil	  solutions)	  (Elizade	  &	  Sclafani,	  1990;	  Dela	  Cruz,	  et	  al.,	  2012a,	  2012b)	  are	  hypothesized	  to	  condition	  both	  flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  preferences.	  In	  contrast,	  the	  other	  monosaccharide	  of	  sucrose,	  fructose,	  selectively	  conditions	  f/f	  preferences	  in	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short-­‐term	  (e.g.,	  30-­‐60	  min/day)	  tests	  (Baker	  et	  al.,	  2003;	  Sclafani,	  et	  al.,	  1993,	  1999),	  but	  both	  types	  in	  longer-­‐term	  (20-­‐24	  h/day)	  tests	  (Ackroff	  &	  Sclafani,	  2004;	  Ackroff	  et	  al.,	  2001).	  	   Many	  learned	  associations	  to	  flavor	  cues	  have	  been	  hypothesized	  to	  stem	  from	  the	  connection	  of	  the	  palatability	  of	  sweet	  and	  fatty	  solutions	  and	  the	  rewarding	  release	  of	  brain	  dopamine	  (DA)	  (Agmo	  et	  al.,	  1995;	  El-­‐Ghundi,	  et	  al.,	  2003;	  Genn	  et	  al.,	  2004;	  Hajnal	  et	  al.,	  2004;	  Imaizumi	  et	  al.,	  2000;	  Liu,	  et	  al.,	  2010;	  Pecina,	  et	  al.,	  2003;	  Sawano,	  et	  al.,	  2000).	  This	  is	  supported	  by	  observations	  of	  decreased	  intake	  of	  sweet	  solutions	  under	  sham-­‐feeding	  and	  real-­‐feeding	  conditions	  following	  treatment	  with	  DA	  antagonists	  in	  rats	  (e.g.,	  Geary	  &	  Smith,	  1985;	  Muscat	  &	  Willner,	  1989;	  Schneider,	  et	  al.,	  1986,	  1990)	  and	  mice	  (Dym	  et	  al.,	  2009).	  Correspondingly,	  DA	  mediation	  of	  the	  rewarding	  effect	  of	  fat	  flavor	  is	  supported	  by	  observations	  that	  corn	  oil	  sham-­‐feeding	  promotes	  nucleus	  accumbens	  (NAc)	  DA	  release	  (Liang,	  et	  al.,	  2006),	  and	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonists	  suppress	  the	  sham-­‐feeding	  response	  to	  corn	  oil	  and	  real-­‐feeding	  of	  fats	  in	  rats	  (Baker,	  et	  al.,	  2001;	  Davis,	  et	  al.,	  2006;	  Rao,	  et	  al.,	  2008;	  Weatherford,	  et	  al.,	  1988;	  1990)	  and	  mice	  (Dym	  et	  al.,	  2010).	  An	  alternative	  view	  postulated	  that	  DA	  systems	  are	  not	  acting	  by	  directly	  mediating	  hedonic	  reinforcers	  or	  predictive	  associations	  in	  hedonic	  reward	  learning	  (‘liking’),	  but	  instead	  may	  be	  necessary	  for	  attributions	  of	  incentive	  salience	  as	  the	  neural	  representations	  of	  reward-­‐related	  stimuli	  (‘wanting’)	  (e.g.,	  Berridge,	  2007,	  2012;	  Berridge	  &	  Robinson,	  1998).	  DA	  appears	  critical	  for	  reward-­‐related	  learning	  preferences.	  Thus,	  systemic	  raclopride,	  a	  DA	  D2	  antagonist,	  reduced	  preferences	  for	  a	  flavored	  10%	  sucrose	  solution	  compared	  to	  a	  second	  sucrose	  flavored	  solution	  paired	  with	  vehicle	  treatment	  (Hsaio	  &	  Smith,	  1995).	  Systemic	  DA	  D1	  (SCH23390)	  and	  D2	  (raclopride)	  antagonists	  also	  reduced	  the	  expression	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and	  hastened	  the	  extinction	  of	  the	  acquisition	  of	  fat-­‐conditioned	  flavor	  preferences	  (CFP)	  (Dela	  Cruz	  et	  al.,	  2012b).	  Systemic	  DA	  D1,	  but	  not	  D2	  antagonism	  blocked	  f/n-­‐mediated	  conditioning	  of	  intragastric	  (IG)	  sucrose	  infusions	  (Azzara,	  et	  al.,	  2001).	  In	  f/f-­‐mediated	  conditioning	  paradigms,	  systemic	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonists	  blocked	  acquisition	  and	  expression	  of	  sucrose-­‐CFP	  in	  sham-­‐feeding	  rats	  (Yu,	  et	  al.,	  2000a,	  2000b),	  and	  fructose-­‐CFP	  in	  real-­‐feeding	  rats	  (Baker	  et	  al.,	  2003).	  The	  mesotelencephalic	  DA	  pathway	  originating	  in	  the	  ventral	  tegmental	  area	  (VTA),	  and	  projecting	  to	  the	  nucleus	  accumbens	  (NAc)	  core	  and	  shell,	  amygdala	  (AMY)	  and	  medial	  prefrontal	  cortex	  (mPFC)	  (e.g.,	  Bjorklund	  and	  Dunnett,	  2007;	  Lindvall	  et	  al.,	  1978;	  Swanson,	  1982;	  Ungerstedt,	  1971)	  appears	  to	  be	  critical	  in	  the	  DA	  mediation	  of	  f/n-­‐	  and	  f/f-­‐mediated	  CFP.	  Thus,	  acquisition	  of	  f/n	  conditioning	  induced	  by	  novel	  saccharin	  flavors	  paired	  with	  IG	  glucose	  infusions	  is	  blocked	  by	  microinjections	  of	  the	  DA	  D1	  antagonist,	  SCH23390	  into	  the	  NAc	  core,	  NAc	  shell,	  AMY	  or	  mPFC	  (Touzani	  et	  al.,	  2008,	  2009,	  2010).	  Correspondingly,	  acquisition	  and	  expression	  of	  fructose-­‐CFP	  is	  differentially	  blocked	  by	  microinjections	  of	  DA	  D1	  or	  D2	  antagonists	  into	  the	  NAc	  shell,	  AMY	  or	  mPFC	  (Bernal	  et	  al.,	  2008,	  2009;	  Malkusz	  et	  al.,	  2012).	  A	  second	  DA-­‐rich	  projection	  zone	  in	  the	  dorsal	  striatum	  (caudate-­‐putamen	  (CPu))	  has	  been	  associated	  with	  feeding	  in	  which	  DA	  depletion	  reduced	  intake	  (Dunnett	  &	  Iversen,	  1980;	  Jicha	  &	  Salamone,	  1991;	  Koob	  et	  al.,	  1978,	  Salamone	  et	  al.,	  1990;	  Ungerstedt,	  1971),	  whereas	  virally-­‐mediated	  restoration	  of	  DA	  production	  in	  the	  CPu	  in	  DA-­‐deficient	  mice	  reversed	  aphagia	  (Sotak	  et	  al.,	  2005;	  Szcypka,	  et	  al.,	  2001).	  Further,	  the	  magnitude	  of	  DA	  CPu	  release	  correlated	  with	  the	  degree	  of	  pleasure	  that	  sweet	  food	  induced	  in	  human	  subjects	  (Small,	  et	  al,	  2003).	  Another	  approach	  in	  understanding	  neural	  substrates	  mediating	  intakes	  of	  sugars	  and	  fats	  is	  the	  c-­‐fos	  technique,	  a	  protoonco-­‐gene	  marker	  of	  neuronal	  activity	  (e.g.,	  Day,	  et	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al.,	  2008;	  Dragunow	  &	  Faull,	  1989;	  VanElakker,	  et	  al.,	  2008).	  C-­‐fos	  has	  been	  used	  in	  ingestive	  studies	  to	  identify	  sites	  involved	  in	  conditioned	  taste	  aversions	  (Houpt,	  et	  al.,	  1994;	  Koh	  &	  Bernstein,	  2005;	  Navarro,	  et	  al,	  2000;	  Swank,	  et	  al.,	  1995).	  Ingestion	  of	  sucrose	  or	  sucrose-­‐rich	  foods	  increased	  fos-­‐like	  immunoreactivity	  (FLI)	  in	  the	  central	  gustatory	  system	  including	  the	  nucleus	  tractus	  solitarius	  (NTS),	  parabrachial	  nucleus	  (PBN),	  area	  postrema	  and	  vagus	  nerve	  nuclei	  (Anseloni,	  et	  al.,	  2005;	  Chen,	  et	  al.,	  2011;	  Harrer,	  et	  al.,	  1996;	  Schwarz,	  et	  al.,	  2010;	  Streefland,	  et	  al.,	  1996;	  Washington,	  et	  al.,	  2010;	  Yamamoto,	  et	  al.,	  1997,	  Yamamoto	  and	  Sawa,	  2000a,	  2000b;	  Zhao,	  et	  al.,	  2011).	  Satiation	  with	  sweet	  solutions	  increased	  FLI	  in	  hypothalamic	  and	  supraoptic	  nuclei	  (Mitra,	  et	  al.,	  2010;	  Naimi,	  et	  al.,	  1997),	  whereas	  opioid	  antagonist	  administration	  paired	  with	  sugar	  consumption	  selectively	  increased	  FLI	  in	  the	  central	  nucleus	  of	  the	  AMY	  (Park	  &	  Carr,	  1998;	  Pomonis,	  et	  al.,	  2000).	  Oral	  voluntary	  sucrose	  intake	  involving	  orosensory	  and	  postingestive	  mechanisms	  significantly	  increased	  FLI	  in	  the	  central	  nucleus	  of	  the	  AMY	  and	  the	  NAc	  shell,	  but	  not	  the	  NAc	  core	  (Norgren,	  et	  al.,	  2006;	  Zhao,	  et	  al.,	  2011).	  The	  orosensory	  consequences	  of	  sucrose	  intake	  in	  sham-­‐feeding	  rats	  significantly	  increased	  FLI	  in	  the	  central	  nucleus	  of	  the	  AMY	  and	  NAc	  shell,	  but	  not	  the	  VTA	  (Mungarndee	  et	  al.,	  2008).	  The	  postingestive	  consequences	  of	  IG	  infusions	  of	  sucrose	  and	  glucose	  intake	  revealed	  significantly	  greater	  FLI	  in	  the	  NAc	  and	  central	  and	  basolateral	  nuclei	  of	  the	  AMY	  than	  the	  controls	  (Otsubo,	  et	  al.,	  2011;	  Yamamoto,	  et	  al.,	  1997).	  Mitra	  and	  co-­‐workers	  (2011)	  found	  that	  repeatedly	  adding	  sucrose	  to	  scheduled	  chow	  access	  increased	  FLI	  in	  the	  NAc	  shell	  and	  the	  NAc	  core	  as	  well	  as	  the	  mPFC.	  Using	  a	  sucrose	  concentration	  downshift	  paradigm,	  Pecoraro	  and	  Dallman	  (2005)	  observed	  that	  the	  greatest	  FLI	  increases	  in	  the	  basolateral	  AMY	  and	  NAc,	  but	  not	  the	  VTA.	  In	  sugar	  conditioning	  studies,	  Hamlin	  and	  co-­‐workers	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(2006)	  found	  that	  extinction	  of	  sugar	  natural	  reward	  behaviors	  increased	  FLI	  in	  the	  basolateral	  AMY	  and	  the	  NAc.	  Kerfoot	  and	  co-­‐workers	  (2007)	  conditioned	  sugar	  availability	  to	  a	  tone	  (CS+)	  with	  the	  CS+	  alone	  increasing	  FLI	  levels	  in	  the	  basolateral	  AMY.	  Finally,	  presentation	  of	  palatable	  chow	  containing	  30%	  sucrose	  increased	  VTA	  FLI	  levels	  (Park	  and	  Carr,	  1998).	  Evaluation	  of	  fat	  intake	  revealed	  that	  exposure	  to	  a	  high-­‐fat	  diet	  over	  1-­‐2	  months	  decreased	  neuronal	  density	  but	  increased	  neuronal	  volume	  in	  the	  hypothalamus	  (Namavor	  et	  al.,	  2012).	  	  	   The	  present	  study	  expanded	  on	  these	  aforementioned	  experiments	  by	  simultaneously	  examining	  FLI	  in	  the	  VTA,	  four	  of	  its	  mesotelecephalic	  DA	  projection	  zones	  (mPFC,	  NAc	  core,	  NAc	  shell	  and	  AMY),	  and	  the	  projection	  zone	  (CPu)	  of	  the	  DA	  nigro-­‐striatal	  system	  after	  novel	  and	  brief	  (1	  h)	  exposure	  to	  oral	  voluntary	  and	  unconditioned	  ingestion	  of	  glucose	  (8%),	  fructose	  (8%),	  corn	  oil	  (3.5%)	  and	  saccharin	  (0.2%)	  solutions,	  and	  comparing	  these	  changes	  with	  those	  elicited	  by	  water	  and	  xanthan	  gum	  (emulsifier	  of	  corn	  oil)	  solutions.	  The	  NAc	  core	  and	  shell	  were	  evaluated	  separately	  based	  on	  differences	  noted	  in	  the	  aforementioned	  studies	  and	  because	  of	  the	  differential	  involvement	  of	  the	  NAc	  shell	  in	  addiction	  and	  behavioral	  inhibition,	  and	  the	  NAc	  core	  in	  sensory-­‐motor	  integration,	  reward,	  the	  regulation	  of	  goal-­‐directed	  behavior,	  and	  emotional	  cues	  (Di	  Chiara,	  2002).	  It	  is	  interesting	  to	  note	  that	  we	  cannot	  directly	  compare	  sugar	  to	  corn-­‐oil	  because	  of	  the	  design:	  the	  pre-­‐exposure	  to	  sweet	  saccharin,	  but	  would	  still	  be	  of	  value	  to	  see	  how	  both	  solutions	  activate	  the	  brain.	  	  Increased	  DA	  levels	  are	  more	  pronounced	  in	  the	  NAc	  shell	  than	  in	  the	  core	  following	  amphetamine	  and	  cocaine	  treatment	  (Pontieri	  et	  al.,	  1995).	  The	  VTA	  was	  exposed	  to	  double-­‐labeling	  of	  c-­‐fos	  and	  tyrosine	  hydroxylase	  (TH)	  immunohistochemistry.	  Based	  on	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previously-­‐cited	  spontaneous	  and	  conditioned	  intake	  studies,	  it	  was	  hypothesized	  that	  solutions	  effective	  in	  producing	  combined	  orosensory	  and	  post-­‐ingestive	  effects	  (glucose	  and	  corn-­‐oil)	  would	  elicit	  greatest	  c-­‐fos	  activation	  in	  all	  areas,	  whereas	  short-­‐term	  exposure	  to	  fructose	  that	  only	  activates	  orosensory	  (f/f)	  consequences	  would	  produce	  activation	  greater	  than	  the	  control	  (water)	  and	  saccharin,	  but	  less	  activation	  than	  either	  glucose	  or	  corn-­‐oil.	  	  	  	  
Methods	  	   Subjects,	  testing	  apparatus,	  solutions	  and	  pre-­‐training	  procedures	  are	  described	  in	  the	  general	  methods	  section.	  Testing	  Apparatus	  and	  Intake	  Procedures.	  Accurate	  measurement	  (+	  0.1	  ml)	  of	  the	  presented	  solutions	  were	  insured	  by	  using	  Nalgene	  centrifuge	  tubes	  with	  rubber	  stoppers	  and	  a	  45o	  angle	  metal	  sipper	  tube	  (Lab	  Products,	  Seaford,	  DE)	  that	  were	  firmly	  secured	  to	  the	  hanging	  wire	  mesh	  home	  cages	  by	  a	  taut	  metal	  spring	  (100	  mm)	  with	  clips	  at	  each	  end.	  The	  calibrated	  solutions	  were	  easily	  visible	  to	  the	  experimenter.	  Rats	  were	  food	  restricted	  to	  85%	  of	  their	  original	  body	  weight	  and	  were	  given	  pre-­‐training	  solutions	  (10	  ml)	  of	  0.2%	  saccharin	  (Sigma	  Chemical	  Co,	  St.	  Louis,	  MO)	  for	  4	  days	  over	  a	  1	  h	  session.	  On	  the	  fifth	  day,	  groups	  of	  animals,	  were	  offered	  one	  of	  the	  following	  six	  solutions	  (10	  ml,	  1	  h):	  water,	  cherry-­‐flavored	  saccharin	  (0.2%),	  fructose	  (8%,	  Sigma),	  glucose	  (8%,	  Sigma),	  corn	  oil	  (3.5%,	  Mazzola	  suspended	  in	  0.3%	  xanthan	  gum	  (Sigma))	  or	  0.3%	  xanthan	  gum.	  The	  3.5%	  corn-­‐oil	  concentration	  was	  isocaloric	  to	  the	  8%	  sugar	  solutions.	  The	  solution	  
	  111	  
concentrations	  were	  used	  in	  previous	  conditioning	  studies.	  To	  test	  saccharin,	  a	  cherry	  flavor	  was	  added	  during	  the	  testing	  day	  to	  induce	  novelty	  of	  the	  flavor,	  to	  mimic	  the	  novelty	  of	  all	  the	  other	  solutions	  given	  during	  test	  day.	  	  Tissue	  preparation	  and	  c-­‐fos	  Procedures.	  Ninety	  min	  after	  initial	  exposure	  to	  each	  test	  solution	  on	  the	  sixth	  day,	  each	  animal	  was	  anesthetized	  with	  euthosol	  (Virbac	  AH;	  Forth	  Worth,	  TX),	  and	  under	  deep	  anesthesia,	  was	  perfused	  transcardially	  with	  a	  phosphate	  buffer	  solution	  (PBS)	  followed	  by	  a	  phosphate-­‐buffered	  fixative	  containing	  4%	  paraformaldehyde.	  Brains	  were	  quickly	  removed	  and	  fixed	  in	  4%	  paraformaldehyde	  overnight	  at	  4ºC.	  The	  brains	  were	  then	  placed	  in	  a	  30%	  sucrose/70%	  PBS	  solution	  for	  several	  days	  until	  they	  sank	  to	  the	  bottom	  of	  their	  container.	  The	  brains	  were	  sectioned	  coronally	  (40	  um	  sections)	  through	  the	  mPFC	  (+2.20	  to	  +2.86	  mm	  rostral	  to	  bregma),	  NAc	  core	  and	  shell	  (+1.76	  to	  +1.60	  mm	  rostral	  to	  bregma),	  the	  CPu)	  (+1.76	  to	  +1.60	  mm	  rostral	  to	  bregma),	  AMY	  (-­‐2.12	  to	  -­‐2.92	  mm	  relative	  to	  bregma),	  and	  VTA	  (-­‐5.20	  to	  -­‐5.60	  relative	  to	  bregma)	  on	  a	  sliding	  microtome	  (Microm	  International).	  All	  sections	  of	  the	  brain	  were	  determined	  from	  Paxinos	  and	  Watson	  (2006).	  	  The	  AMY	  was	  initially	  into	  study	  of	  basolateral	  and	  central	  nuclei,	  but	  was	  combined	  after	  preliminary	  studies	  failed	  to	  show	  significant	  differences	  between	  the	  two	  areas.	  Free-­‐floating	  sections	  were	  then	  collected	  into	  individual	  wells	  in	  preparation	  for	  the	  following	  immunohistochemistry	  procedures	  (Ranaldi,	  et	  al.,	  2011).	  Sections	  were	  washed	  with	  PBS	  and	  then	  treated	  with	  a	  5%	  Normal	  Goat	  Serum	  (NGS)	  and	  0.2%	  Triton	  x-­‐100	  for	  1	  h.	  Sections	  were	  then	  incubated	  with	  primary	  antibodies	  (rabbit	  anti-­‐c-­‐fos,	  1:5000,	  EMD	  Chemical)	  at	  room	  temperature	  for	  36	  h	  followed	  by	  incubation	  with	  secondary	  antibodies	  (biotinylated	  goat	  anti-­‐rabbit;	  1:200,	  Vector	  Labs,	  Burlingame,	  California)	  at	  room	  temperature	  for	  2	  h.	  Sections	  were	  then	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rinsed	  several	  times	  in	  PBS	  and	  then	  incubated	  for	  2	  h	  in	  an	  avidin-­‐horseradish	  peroxidase	  mixture	  (Vector	  Labs,	  Burlingame,	  California).	  Sections	  were	  then	  re-­‐rinsed	  in	  PBS	  and	  reacted	  with	  0.05%	  diaminobenzidine	  (DAB)	  in	  the	  presence	  of	  0.0015%	  H2O2.	  VTA	  sections	  were	  also	  double-­‐labeled	  by	  incubating	  them	  with	  a	  Tyrosine	  Hydroxlyase	  (TH)	  antibody	  (rabbit	  anti-­‐rat	  TH,	  1:2000,	  Millipore,	  Chandlers	  Ford,	  UK),	  and	  visualized	  using	  a	  secondary	  antibody-­‐peroxidase	  complex	  and	  reacted	  with	  a	  combination	  of	  DAB	  and	  a	  nickel	  sulphate	  solution.	  All	  sections	  were	  then	  mounted	  onto	  gelatin-­‐coated	  slides,	  dried	  overnight	  and	  coverslipped	  with	  a	  Tolune-­‐Based	  Solution	  (TBS).	  Microscopy.	  Pairs	  of	  observers	  uninformed	  of	  the	  animal’s	  testing	  conditions	  counted	  Fos-­‐positive	  neurons	  in	  the	  mPFC,	  NAc	  (core	  and	  shell),	  AMY	  and	  VTA	  in	  at	  least	  three	  representative	  slices	  common	  to	  animals	  in	  all	  testing	  conditions	  using	  stereo	  investigator	  software	  (Micro	  Bright	  Field,	  Williston,	  VA)	  and	  an	  optical	  microscope.	  The	  entire	  region	  for	  reach	  respective	  area	  was	  traced,	  and	  all	  cells	  in	  the	  area	  were	  counted.	  A	  cell	  was	  considered	  c-­‐fos	  positive	  when	  a	  defined	  dark	  red	  circle	  was	  seen,	  this	  definition	  was	  all	  agreed	  upon	  by	  all	  raters.	  Thus,	  there	  were	  two	  uninformed	  raters	  per	  section	  to	  insure	  proper	  inter-­‐rater	  reliability.	  Inter-­‐rater	  reliability	  exceeded	  0.8	  for	  all	  sites.	  Different	  rostro-­‐caudal	  VTA	  levels	  were	  analyzed,	  and	  delineations	  were	  made	  for	  c-­‐Fos	  immunoreactivity	  in	  TH+	  and	  TH-­‐	  VTA.	  The	  CPu)	  was	  analyzed	  subsequently	  with	  representative	  sections	  taken	  from	  levels	  that	  included	  the	  NAc	  (core	  and	  shell).	  Technical	  problems	  precluded	  the	  analysis	  of	  the	  substantia	  nigra,	  pars	  compacta	  on	  comparable	  VTA	  sections,	  and	  thus	  this	  brain	  area	  was	  not	  included	  in	  the	  present	  analysis.	  Statistics.	  Test	  intakes	  for	  five	  groups	  were	  analyzed	  by	  a	  1-­‐way	  analysis	  of	  variance	  (ANOVA)	  followed	  by	  Tukey	  comparisons	  (p<0.05).	  The	  intake	  of	  the	  water	  group	  was	  not	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determined	  as	  all	  animals	  initially	  sampled	  the	  solution,	  but	  then	  did	  not	  return.	  After	  inter-­‐rater	  reliability	  was	  determined,	  one	  of	  the	  observer’s	  counts	  were	  used.	  The	  c-­‐fos	  counts	  for	  the	  three	  representative	  slices	  for	  each	  site	  were	  averaged,	  and	  a	  1-­‐way	  ANOVA	  evaluated	  c-­‐fos	  activation	  induced	  by	  intake	  of	  the	  six	  solutions	  for	  the	  mPFC,	  the	  NAc	  core	  and	  shell,	  AMY,	  VTA	  and	  CPu.	  Tukey	  comparisons	  (p	  <0.05)	  were	  performed	  to	  reveal	  specific	  significant	  effects.	  Corn	  oil	  was	  compared	  to	  both	  water	  intake	  and	  intake	  of	  its	  suspension	  agent,	  xanthan	  gum.	  Fructose	  and	  glucose	  were	  compared	  to	  both	  water	  intake	  and	  intake	  of	  the	  non-­‐nutritive	  sweetener,	  saccharin.	  Relationships	  between	  solution	  intakes	  and	  c-­‐fos	  activation	  in	  each	  of	  the	  sites	  were	  established	  using	  Bonferroni	  r	  correlations.	  Taking	  advantage	  of	  the	  fact	  that	  the	  same	  animals	  within	  a	  solution	  condition	  were	  evaluated	  across	  the	  six	  sites,	  relationships	  between	  c-­‐fos	  activation	  across	  solutions	  and	  within	  each	  solution	  were	  also	  established	  using	  Bonferroni	  r	  correlations.	  	  	  
Results	  Solution	  Intakes.	  Significant	  differences	  in	  intake	  were	  observed	  (F(4,26)=	  38.90,	  p<0.0001)	  among	  the	  five	  measured	  solutions.	  Fructose	  intake	  (9.6	  (+0.4)	  ml)	  and	  glucose	  intake	  (9.4	  (+0.6)	  ml)	  were	  significantly	  higher	  than	  saccharin	  (4.7	  (+0.7)	  ml)	  or	  xanthan	  gum	  (0.6	  (+0.1)	  ml)	  intake.	  Further,	  corn	  oil	  intake	  (7.4	  (+0.6)	  ml)	  was	  significantly	  higher	  than	  xanthan	  gum	  intake.	  These	  results	  raised	  the	  possibility	  that	  solution	  intake	  per	  se	  might	  account	  for	  any	  observed	  c-­‐fos	  activation	  in	  any	  of	  the	  sites.	  To	  examine	  this,	  Bonferroni	  r	  correlations	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were	  performed	  in	  which	  intake	  of	  the	  five	  solutions	  was	  related	  to	  c-­‐fos	  activation	  in	  each	  of	  the	  six	  sites.	  Significant	  correlations	  failed	  to	  be	  observed	  between	  solution	  intake	  and	  c-­‐fos	  activation	  in	  the	  NAc	  core	  (r(29)=	  0.186),	  the	  NAc	  shell	  (r(29)=	  0.029),	  the	  mPFC	  (r(29)=	  0.142),	  the	  VTA	  (r(29)=	  0.100),	  the	  CPu	  (r(29)=	  0.139)	  and	  the	  AMY	  (r(29)=	  0.409).	  Given	  the	  potential	  relationship	  between	  intake	  and	  amygdalar	  c-­‐fos	  activation,	  further	  correlations	  were	  performed	  for	  each	  individual	  solution.	  Although	  there	  appeared	  to	  be	  no	  relationship	  between	  intake	  and	  c-­‐fos	  activation	  for	  fructose	  (r=	  -­‐0.133),	  glucose	  (r=	  -­‐0.133)	  or	  saccharin	  (r=	  0.422),	  there	  was	  a	  strong	  positive	  correlation	  between	  corn	  oil	  intake	  and	  amydalar	  c-­‐fos	  activation	  (r=	  0.640)	  and	  a	  strong	  negative	  correlation	  between	  xanthan	  gum	  intake	  and	  amygdalar	  c-­‐fos	  activation	  (r=	  -­‐0.939).	  
	  
Figure	  6.1.	  Alterations	  in	  c-­‐fos	  activation	  (mean	  +SEM)	  of	  the	  medial	  prefrontal	  cortex	  (mPFC,	  Panel	  A),	  dorsal	  
striatum	  (C/P,	  Panel	  B),	  amygdala	  (AMY,	  Panel	  C),	  nucleus	  accumbens	  (NAc)	  core	  (Panel	  D)	  and	  shell	  (Panel	  E)	  and	  
ventral	  tegmental	  area	  (VTA,	  Panel	  E)	  following	  consumption	  of	  water,	  saccharin	  (0.2%),	  xanthan	  gum	  (control	  for	  
corn	  oil),	  glucose	  (8%),	  fructose	  (8%)	  or	  corn	  oil	  (3.5%).	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mPFC	  c-­‐Fos	  Activation.	  Significant	  differences	  in	  mPFC	  c-­‐Fos	  activation	  were	  observed	  among	  solution	  conditions	  (F(5,31)=	  20.60,	  p<0.0001).	  Exposure	  to	  the	  corn	  oil	  solution	  significantly	  increased	  c-­‐Fos	  counts	  in	  the	  mPFC	  relative	  to	  exposure	  to	  water	  or	  the	  xanthan	  gum	  (Figure	  6.1A).	  In	  contrast,	  exposure	  to	  glucose,	  fructose	  or	  saccharin	  failed	  to	  alter	  c-­‐Fos	  counts	  in	  the	  mPFC	  relative	  to	  water	  exposure.	  Figure	  6.2	  displays	  respective	  4-­‐fold	  and	  10-­‐fold	  magnifications	  of	  representative	  mPFC	  sections	  of	  animals	  exposed	  to	  corn	  oil	  (Panels	  A	  and	  C)	  and	  to	  water	  (Panels	  B	  and	  D).	  
	   	  
	  
Dorsal	  Striatal	  c-­‐Fos	  Activation.	  Significant	  differences	  in	  dorsal	  striatal	  c-­‐Fos	  activation	  were	  observed	  among	  solution	  conditions	  (F(5,31)=	  6.82,	  p<0.003).	  Exposure	  to	  the	  corn	  oil	  solution	  significantly	  increased	  c-­‐Fos	  counts	  in	  the	  dorsal	  striatum	  relative	  to	  exposure	  to	  water	  or	  the	  xanthan	  gum	  (Figure	  6.1B).	  Moreover,	  exposure	  to	  either	  glucose	  or	  
a" b"
c" d"
Forceps"minor"of"the"Corpus"Callosum"
Figure	  6.2.	  C-­‐fos	  activation	  observed	  in	  representative	  mPFC	  sections	  of	  animals	  exposed	  to	  corn	  oil	  
(Panels	  A	  (4-­‐fold)	  and	  C	  (10-­‐fold))	  and	  to	  water	  (Panels	  B	  (4-­‐fold)	  and	  D	  (10-­‐fold)).	  Arrows	  are	  indications	  of	  
representative	  c-­‐fos	  positive	  cells.	  	  All	  scale	  bars	  are	  100	  microns.	  	  	  
	   116	  
fructose	  significantly	  increased	  c-­‐Fos	  counts	  in	  the	  dorsal	  striatum	  relative	  to	  saccharin	  exposure.	  In	  contrast,	  saccharin,	  xanthan	  gum	  and	  water	  failed	  to	  differ	  in	  eliciting	  dorsal	  striatal	  c-­‐Fos	  activation.	  Figure	  6.3	  displays	  10-­‐fold	  magnifications	  of	  representative	  dorsal	  striatal	  sections	  of	  animals	  exposed	  to	  corn	  oil	  (Panel	  A),	  glucose	  (Panel	  B),	  fructose	  (Panel	  C)	  and	  water	  (Panel	  D).	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Figure	  6.3.	  C-­‐fos	  activation	  observed	  in	  representative	  CPu	  sections	  of	  animals	  exposed	  to	  corn	  oil	  (Panels	  
A	  (4-­‐fold)	  and	  C	  (10-­‐fold))	  and	  to	  water	  (Panels	  B	  (4-­‐fold)	  and	  D	  (10-­‐fold)).	  Arrows	  are	  indications	  of	  
representative	  c-­‐fos	  positive	  cells.	  All	  scale	  bars	  are	  100	  microns.	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Amygdalar	  c-­‐Fos	  Activation.	  Significant	  differences	  in	  amygdalar	  c-­‐Fos	  activation	  were	  observed	  among	  solution	  conditions	  (F(5,31)=	  8.86,	  p<0.0001).	  Exposure	  to	  the	  corn	  oil	  solution	  significantly	  increased	  c-­‐Fos	  counts	  in	  the	  amygdala	  relative	  to	  exposure	  to	  water	  or	  the	  xanthan	  gum	  (Figure	  6.1C).	  Moreover,	  exposure	  to	  either	  glucose	  or	  fructose	  significantly	  increased	  c-­‐Fos	  counts	  in	  the	  amygdala	  relative	  to	  saccharin	  or	  water	  exposure.	  In	  contrast,	  saccharin	  failed	  to	  differ	  from	  water	  in	  eliciting	  amygdalar	  c-­‐Fos	  activation.	  Figure	  6.4	  displays	  10-­‐fold	  magnifications	  of	  representative	  amygdalar	  sections	  of	  animals	  exposed	  to	  corn	  oil	  (Panel	  A),	  glucose	  (Panel	  B),	  fructose	  (Panel	  C)	  and	  water	  (Panel	  D).	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Figure	  6.4.	  C-­‐fos	  activation	  observed	  in	  representative	  (4-­‐fold	  magnification)	  AMY	  sections	  of	  animals	  exposed	  to	  
corn	  oil	  (Panel	  A),	  glucose	  (Panel	  B),	  fructose	  (Panel	  C)	  and	  water	  (Panel	  D),	  and	  in	  higher	  magnification	  (10-­‐fold)	  
for	  corn	  oil	  (Panel	  E),	  glucose	  (Panel	  G),	  fructose	  (Panel	  G)	  and	  water	  (Panel	  H).	  	  Arrows	  are	  indications	  of	  
representative	  c-­‐fos	  positive	  cells.	  	  All	  scale	  bars	  are	  100	  microns.	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NAc	  Core	  c-­‐Fos	  Activation.	  Significant	  differences	  in	  c-­‐Fos	  activation	  in	  the	  NAc	  core	  were	  observed	  among	  solution	  conditions	  (F(5,31)=	  3.33,	  p<0.017).	  Exposure	  to	  the	  corn	  oil	  solution	  significantly	  increased	  c-­‐Fos	  counts	  in	  the	  NAc	  core	  relative	  to	  water	  exposure	  (Figure	  6.1D).	  Moreover,	  exposure	  to	  glucose	  significantly	  increased	  c-­‐Fos	  counts	  in	  the	  NAc	  core	  relative	  to	  saccharin	  or	  water	  exposure,	  while	  fructose	  and	  glucose	  failed	  to	  differ.	  In	  contrast,	  fructose	  and	  saccharin	  failed	  to	  differ	  from	  water	  in	  eliciting	  c-­‐Fos	  activation	  in	  the	  NAc	  core.	  Figure	  6.5	  displays	  4-­‐fold	  magnifications	  of	  representative	  sections	  in	  the	  NAc	  core	  of	  animals	  exposed	  to	  corn	  oil	  (Panel	  A),	  glucose	  (Panel	  B),	  fructose	  (Panel	  C)	  and	  water	  (Panel	  D).	  
	   	  
	  
	  
	  
NAc	  Shell	  c-­‐Fos	  Activation.	  In	  marked	  contrast,	  significant	  differences	  in	  c-­‐Fos	  activation	  in	  the	  NAc	  shell	  failed	  to	  be	  observed	  among	  solution	  conditions	  (F(5,31)=	  0.74,	  ns).	  Exposure	  to	  the	  corn	  oil,	  glucose	  and	  fructose	  solutions	  failed	  to	  significantly	  increase	  c-­‐Fos	  counts	  in	  the	  NAc	  shell	  relative	  to	  any	  of	  the	  control	  conditions	  (Figure	  6.1E).	  Figure	  6.5	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Figure	  6.5.	  C-­‐fos	  activation	  observed	  in	  representative	  NAc	  sections	  of	  animals	  exposed	  to	  corn	  oil	  
(Panels	  A	  (4-­‐fold)	  and	  D	  (10-­‐fold)),	  glucose	  (Panels	  B	  (4-­‐fold)	  and	  E	  (10-­‐fold)	  and	  to	  water	  (Panels	  C	  (4-­‐
fold)	  and	  F	  (10-­‐fold)).	  Arrows	  are	  indications	  of	  representative	  c-­‐fos	  positive	  cells.	  	  All	  scale	  bars	  are	  100	  
microns.	  	  
	  121	  
displays	  4-­‐fold	  magnifications	  of	  representative	  sections	  in	  the	  NAc	  shell	  of	  animals	  exposed	  to	  corn	  oil	  (Panel	  A),	  glucose	  (Panel	  B),	  fructose	  (Panel	  C)	  and	  water	  (Panel	  D).	  	  
VTA	  c-­‐Fos	  Activation.	  Significant	  differences	  in	  the	  number	  of	  double-­‐labeled	  VTA	  TH-­‐positive	  and	  c-­‐Fos-­‐activated	  cells	  were	  observed	  among	  solution	  conditions	  (F(5,31)=	  3.48,	  p<0.013).	  Exposure	  to	  the	  corn	  oil	  solution	  significantly	  increased	  c-­‐Fos	  counts	  in	  TH+	  VTA	  cells	  relative	  to	  exposure	  to	  xanthan	  gum	  (Figure	  6.1F).	  In	  contrast,	  exposure	  to	  glucose,	  fructose	  or	  saccharin	  failed	  to	  alter	  c-­‐Fos	  counts	  in	  the	  VTA	  relative	  to	  water	  exposure.	  Significant	  differences	  failed	  to	  be	  observed	  (F(5,31)=	  1.18,	  ns)	  in	  the	  very	  few	  TH-­‐positive	  and	  c-­‐Fos-­‐negative	  cells	  observed	  in	  animals	  exposed	  to	  water	  (23),	  glucose	  (19),	  fructose	  (19),	  corn	  oil	  (18),	  saccharin	  (15)	  or	  xanthan	  gum	  (17).	  Figure	  6.6	  displays	  4-­‐fold	  and	  10-­‐fold	  magnifications	  of	  representative	  TH+	  and	  TH-­‐	  and	  c-­‐Fos-­‐activated	  VTA	  cells	  of	  animals	  exposed	  to	  corn	  oil	  (Panels	  A	  and	  C)	  and	  to	  water	  (Panels	  B	  and	  D).	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Relationships	  of	  c-­‐Fos	  Activation	  among	  sites	  and	  solutions.	  The	  pattern	  of	  c-­‐Fos	  counts	  in	  animals	  exposed	  to	  corn	  oil	  revealed	  positive	  correlations	  between	  the	  NAc	  core	  and	  its	  relationships	  with	  the	  NAc	  shell	  (r=	  0.971),	  mPFC	  (r=	  0.670)	  and	  VTA	  (r=	  0.481),	  between	  the	  NAc	  shell	  and	  the	  mPFC	  (r=	  0.528),	  and	  between	  the	  dorsal	  striatum	  and	  its	  relationships	  with	  the	  mPFC	  (r=	  0.490)	  and	  VTA	  (r=	  0.723).	  In	  contrast,	  the	  pattern	  of	  c-­‐Fos	  counts	  in	  animals	  exposed	  to	  corn	  oil	  revealed	  inverse	  negative	  correlations	  between	  the	  amygdala	  and	  its	  relationship	  with	  the	  NAc	  core	  (r=	  -­‐0.711)	  and	  the	  NAc	  shell	  (r=	  -­‐0.709).	  The	  pattern	  of	  c-­‐Fos	  counts	  in	  animals	  exposed	  to	  glucose	  revealed	  positive	  correlations	  between	  the	  NAc	  core	  and	  its	  relationships	  with	  the	  NAc	  shell	  (r=	  0.633),	  mPFC	  (r=	  0.488)	  and	  dorsal	  striatum	  (r=	  0.937),	  between	  the	  NAc	  shell	  and	  the	  mPFC	  (r=	  0.449),	  and	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Figure	  6.6.	  C-­‐fos	  activation	  observed	  in	  representative	  TH-­‐positive	  VTA	  sections	  of	  animals	  exposed	  to	  corn	  
oil	  (Panels	  A	  (4-­‐fold)	  and	  C	  (10-­‐fold))	  and	  to	  water	  (Panels	  B	  (4-­‐fold)	  and	  D	  (10-­‐fold)).Blue	  arrows	  indicate	  
representative	  double-­‐labeled	  TH/c-­‐fos	  positive	  cells,	  while	  red	  arrows	  indicate	  c-­‐fos	  only	  cells.	  All	  scale	  bars	  
are	  100	  microns.	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between	  the	  dorsal	  striatum	  and	  its	  relationships	  with	  the	  mPFC	  (r=	  0.542),	  VTA	  (r=	  0.717)	  and	  amygdala	  (r=	  0.894).	  The	  pattern	  of	  c-­‐Fos	  counts	  in	  animals	  exposed	  to	  fructose	  revealed	  positive	  correlations	  between	  the	  NAc	  core	  and	  its	  relationships	  with	  the	  NAc	  shell	  (r=	  0.969)	  and	  amygdala	  (r=	  0.609),	  between	  the	  NAc	  shell	  and	  its	  relationships	  with	  the	  dorsal	  striatum	  (r=	  0.548)	  and	  amygdala	  (r=	  0.628),	  and	  between	  the	  dorsal	  striatum	  and	  amygdala	  (r=	  0.501).	  In	  contrast,	  the	  pattern	  of	  c-­‐Fos	  counts	  in	  animals	  exposed	  to	  
fructose	  revealed	  inverse	  negative	  correlations	  between	  the	  dorsal	  striatum	  and	  mPFC	  (r=	  -­‐0.482).	  The	  pattern	  of	  c-­‐Fos	  counts	  in	  animals	  exposed	  to	  saccharin	  revealed	  positive	  correlations	  between	  the	  NAc	  core	  and	  NAc	  shell	  (r=	  0.792)	  and	  between	  the	  NAc	  shell	  and	  dorsal	  striatum	  (r=	  0.715).	  In	  contrast,	  the	  pattern	  of	  c-­‐Fos	  counts	  in	  animals	  exposed	  to	  
saccharin	  revealed	  inverse	  negative	  correlations	  between	  the	  dorsal	  striatum	  and	  mPFC	  r=	  -­‐0.544)	  and	  between	  the	  NAc	  core	  and	  amygdala	  (r=	  -­‐0.630).	  The	  pattern	  of	  c-­‐Fos	  counts	  in	  animals	  exposed	  to	  water	  revealed	  positive	  correlations	  between	  the	  NAc	  core	  and	  NAc	  shell	  (r=	  0..838)	  and	  between	  the	  VTA	  and	  mPFC	  (r=	  0.448).	  In	  contrast,	  the	  pattern	  of	  c-­‐Fos	  counts	  in	  animals	  exposed	  to	  water	  revealed	  inverse	  negative	  correlations	  between	  the	  amygdala	  and	  its	  relationships	  with	  the	  NAc	  core	  (r=	  -­‐0.792)	  and	  NAc	  shell	  (r=	  -­‐0.514),	  and	  between	  the	  VTA	  and	  dorsal	  striatum	  (r=	  -­‐0.485).	  Finally,	  the	  pattern	  of	  c-­‐Fos	  counts	  in	  animals	  exposed	  to	  xanthan	  gum	  revealed	  positive	  correlations	  between	  the	  NAc	  core	  and	  its	  relationships	  with	  the	  NAc	  shell	  (r=	  0..987),	  the	  dorsal	  striatum	  (r=	  0.778)	  and	  amygdala	  (r=	  0.447),	  between	  the	  dorsal	  striatum	  and	  its	  relationship	  with	  the	  NAc	  shell	  (r=	  0.667)	  and	  amygdala	  (r=	  0.899),	  between	  the	  VTA	  and	  its	  relationship	  with	  the	  mPFC	  (r=	  0.715)	  and	  amygdala	  (r=	  0.638).	  In	  contrast,	  the	  pattern	  of	  c-­‐Fos	  counts	  in	  animals	  exposed	  to	  
xanthan	  gum	  revealed	  inverse	  negative	  correlations	  between	  the	  NAc	  core	  and	  its	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relationships	  with	  the	  mPFC	  (r=	  -­‐0.480)	  and	  VTA	  (r=	  -­‐.401),	  and	  between	  the	  NAc	  shell	  and	  its	  relationships	  with	  the	  mPFC	  (r=	  -­‐0.581)	  and	  VTA	  (r=	  -­‐0.542).	  
Discussion	  Acute,	  voluntary	  and	  short-­‐term	  (1	  h)	  exposure	  to	  corn	  oil,	  glucose,	  fructose	  and	  saccharin	  produced	  differential	  FLI	  activation	  of	  the	  VTA,	  four	  meso-­‐telencephalic	  DA	  projection	  zones	  (mPFC,	  NAc	  core,	  NAc	  shell	  and	  AMY)	  and	  the	  main	  projection	  zone	  (CPu)	  of	  the	  DA	  nigro-­‐striatal	  system.	  The	  8%	  glucose	  (9.4	  ml),	  8%	  fructose	  (9.6	  ml)	  and	  3.5%	  corn	  oil	  (7.4	  ml)	  solutions	  were	  isocaloric	  with	  respect	  to	  each	  other,	  and	  elicited	  comparable	  intakes	  following	  acute	  exposure.	  Exposure	  to	  corn	  oil	  elicited	  significant	  increases	  in	  FLI	  in	  the	  mPFC,	  dorsal	  striatum	  and	  AMY	  relative	  to	  water	  and	  a	  xanthan	  gum	  control,	  in	  the	  NAc	  core	  and	  VTA	  relative	  to	  water,	  but	  failed	  to	  alter	  FLI	  in	  the	  NAc	  shell.	  Water	  and	  xanthan	  gum	  failed	  to	  differ	  from	  each	  other	  in	  eliciting	  FLI	  from	  any	  of	  the	  six	  sites.	  Although	  a	  0.2%	  saccharin	  solution	  elicited	  intake	  (4.7	  ml),	  it	  was	  significantly	  less	  than	  glucose	  or	  fructose	  consumption.	  Moreover,	  exposure	  to	  saccharin	  failed	  to	  elicit	  any	  changes	  in	  FLI	  in	  any	  site	  relative	  to	  water.	  Saccharin	  does	  elicit	  considerable	  amount	  of	  intake	  through	  purely	  orosensory	  mechanisms,	  but	  does	  not	  have	  nutritional	  value.	  The	  lower	  intake	  of	  saccharin	  than	  Glu	  or	  Fru	  on	  the	  test	  day	  indicates	  that	  saccharin	  is	  less	  palatable	  than	  the	  two	  nutritional	  sugars.	  There	  may	  be	  habituation	  effects	  of	  the	  four	  saccharin	  pre-­‐training	  days	  prior	  to	  the	  saccharin	  testing	  days,	  because	  the	  saccharin	  affect	  would	  no	  longer	  be	  considered	  novel	  during	  the	  testing	  day.	  The	  saccharin	  is	  technically	  causes	  a	  flavor-­‐flavor	  process	  and	  the	  lack	  of	  saccharin	  c-­‐fos	  activation	  may	  disprove	  the	  concept	  of	  “flavor-­‐flavor”	  processes.	  To	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remedy	  this	  we	  state	  that	  saccharin	  does	  not	  habituate	  learning,	  but	  may	  be	  a	  weaker	  form	  of	  “flavor-­‐flavor”	  processes	  than	  fructose	  because	  of	  its	  total	  lack	  of	  calories.	  Previous	  studies	  have	  found	  that	  while	  sucrose	  pellets	  evoke	  dopamine	  release,	  this	  dopamine	  release	  is	  attenuated	  when	  the	  sweet,	  but	  calorie-­‐free	  saccharin	  is	  used	  instead.	  (Beeler,	  et	  al.,	  2012;	  McCutcheon,	  et	  al.,	  2012).	  	  While	  glucose	  was	  never	  significantly	  greater	  than	  fructose	  in	  eliciting	  c-­‐fos,	  glucose	  did	  activate	  significant	  differences	  in	  some	  areas	  relative	  to	  saccharin	  and	  water	  than	  did	  fructose.	  Exposure	  to	  the	  two	  sugars,	  glucose	  and	  fructose,	  elicited	  differential	  patterns	  of	  FLI	  responses	  with	  respect	  to	  one	  another.	  Thus,	  glucose	  exposure	  significantly	  increased	  FLI	  in	  the	  AMY	  and	  NAc	  core	  relative	  to	  water	  and	  saccharin,	  in	  the	  CPu	  relative	  to	  saccharin,	  but	  failed	  to	  alter	  FLI	  in	  the	  mPFC,	  VTA	  or	  NAc	  shell.	  Fructose	  exposure	  significantly	  increased	  FLI	  in	  the	  AMY	  relative	  to	  water	  and	  saccharin,	  in	  the	  CPu	  relative	  to	  saccharin,	  but	  failed	  to	  alter	  FLI	  in	  the	  mPFC,	  VTA,	  NAc	  core	  or	  NAc	  shell.	  These	  data	  collectively	  support	  the	  hypothesis	  that	  short-­‐term	  exposure	  to	  solutions	  effective	  in	  producing	  combined	  orosensory	  and	  post-­‐ingestive	  effects,	  isocaloric	  concentrations	  of	  corn	  oil	  and	  glucose,	  would	  elicit	  the	  greatest	  c-­‐fos	  activation	  in	  the	  most	  areas,	  whereas	  short-­‐term	  exposure	  to	  fructose,	  capable	  of	  activating	  orosensory	  (f/f	  conditioning:	  Baker	  et	  al.,	  2003;	  Sclafani	  et	  al.,	  1993,	  1999)	  consequences	  would	  produce	  less	  extensive	  activation	  than	  glucose	  and	  corn	  oil,	  but	  would	  elicit	  greater	  activation	  than	  water	  or	  saccharin.	  	  	   Given	  the	  variation	  in	  voluntary	  intake	  across	  offered	  solutions,	  it	  is	  conceivable	  that	  FLI	  activation	  in	  these	  sites	  might	  be	  attributable	  to	  intake	  per	  se.	  This	  explanation	  could	  not	  account	  for	  the	  failure	  to	  observe	  significant	  and	  meaningful	  relationships	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between	  solution	  intake	  and	  FLI	  activation	  in	  the	  NAc	  core	  (r=	  0.186),	  NAc	  shell	  (r=	  0.029),	  mPFC	  (r=	  0.142),	  VTA	  (r=	  0.100)	  or	  CPu	  (r=	  0.139).	  The	  stronger	  relationship	  between	  solution	  intake	  and	  AMY	  FLI	  (r=	  0.409)	  was	  influenced	  mostly	  between	  AMY	  c-­‐fos	  and	  corn	  oil	  intake	  (r=	  0.640)	  and	  xanthan	  gum	  intake	  (r=	  -­‐0.939).	  Thus,	  it	  does	  not	  appear	  that	  solution	  intakes	  per	  se	  participate	  strongly	  in	  the	  observed	  differences	  in	  c-­‐fos	  activation	  across	  solutions	  and	  sites.	  The	  following	  sections	  examine	  the	  specific	  differences	  in	  solution-­‐induced	  activation	  across	  each	  of	  the	  sites	  and	  then	  try	  to	  establish	  relationships	  across	  sites	  that	  might	  be	  consistent	  with	  suggestions	  of	  “distributed	  brain	  networks”	  influencing	  feeding	  (see	  reviews:	  Kelley,	  2004;	  Kelley	  et	  al.,	  2005;	  Meredith	  et	  al.,	  2008;	  Will	  et	  al.,	  2003).	  	   Nucleus	  accumbens:	  The	  NAc	  has	  long	  been	  implicated	  in	  the	  relationship	  between	  the	  rewarding	  aspects	  of	  food	  and	  brain	  DA	  function.	  Thus,	  DA	  turnover	  and	  extracellular	  DA	  in	  the	  NAc	  are	  increased	  similarly	  by	  food,	  saccharin,	  hypothalamic	  brain	  stimulation	  and	  cocaine	  (Hajnal	  and	  Norgren,	  2001;	  Hernandez	  and	  Hoebel,	  1988a,	  1988b;	  Mark	  et	  al.,	  1991).	  DA	  in	  the	  NAc	  is	  stimulated	  by	  the	  oral	  properties	  of	  sucrose	  and	  corn	  oil	  (Hajnal	  et	  al.,	  2004;	  Liang	  et	  al.,	  2006;	  Sawano	  et	  al.,	  2000).	  Indeed	  such	  DA-­‐induced	  increases	  have	  been	  focused	  within	  the	  NAc	  shell	  following	  orosensory-­‐specific	  sucrose	  bingeing	  schedules	  (Avena	  et	  al.,	  2006;	  Rada	  et	  al.,	  2005).	  These	  data	  show	  strong	  congruence	  with	  the	  ability	  of	  DA	  D1	  and	  D2	  receptor	  antagonists	  administered	  into	  the	  NAc	  shell	  to	  reduce	  the	  expression	  of	  the	  orosensory-­‐mediated	  fructose-­‐CFP	  (Bernal	  et	  al.,	  2008),	  and	  the	  ability	  of	  DA	  D1	  receptor	  antagonists	  administered	  into	  either	  the	  NAc	  core	  or	  shell	  to	  eliminate	  the	  acquisition	  of	  postingestive-­‐mediated	  IG	  glucose-­‐CFP	  (Touzani	  et	  al.,	  2008).	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Such	  data	  would	  then	  predict	  that	  glucose	  and	  fructose	  should	  increase	  c-­‐fos	  in	  both	  NAc	  subregions.	  	   Norgren	  and	  coworkers	  (2006)	  interestingly	  found	  that	  rats	  trained	  to	  sham-­‐feed	  sucrose	  over	  a	  1-­‐week	  paradigm	  displayed	  marked	  increases	  in	  c-­‐fos	  relative	  to	  water	  in	  the	  NAc	  shell,	  but	  not	  the	  NAc	  core.	  Otsubo	  and	  co-­‐workers	  (2011)	  found	  that	  glucose	  administration	  exclusively	  enhanced	  c-­‐fos	  induction	  in	  the	  NAc	  core.	  	  In	  our	  paradigm,	  acutely	  exposing	  animals	  to	  glucose	  once	  after	  four	  days	  of	  saccharin	  training	  selectively	  increased	  c-­‐fos	  activation	  in	  the	  NAc	  core,	  but	  not	  the	  shell.	  In	  contrast,	  acute	  exposure	  to	  fructose	  once	  after	  four	  days	  of	  saccharin	  training	  failed	  to	  alter	  c-­‐fos	  activation	  in	  either	  site.	  Although	  glucose	  elicited	  strong	  FLI	  in	  the	  NAc	  core,	  but	  not	  the	  shell,	  a	  strong	  positive	  relationship	  between	  the	  two	  sites	  (r=	  0.633)	  was	  observed	  in	  the	  animals	  exposed	  to	  glucose.	  Further,	  although	  corn	  oil	  elicited	  strong	  FLI	  in	  the	  NAc	  core,	  but	  not	  the	  shell,	  a	  strong	  positive	  relationship	  between	  the	  two	  sites	  (r=	  0.971)	  was	  observed	  in	  the	  animals	  exposed	  to	  corn	  oil.	  Finally,	  although	  fructose	  nonsignificantly	  increased	  FLI	  in	  both	  the	  NAc	  core	  and	  shell,	  another	  strong	  positive	  relationship	  between	  the	  two	  sites	  (r=	  0.969)	  was	  observed	  in	  the	  animals	  exposed	  to	  fructose.	  Thus,	  given	  the	  differential	  patterns	  in	  c-­‐fos	  activation	  across	  sugars	  and	  paradigms,	  these	  data	  suggest	  that	  DA	  modulation	  of	  NAc	  core	  and	  shell	  play	  different	  roles	  in	  the	  processes	  related	  to	  conditioning	  of	  sugar-­‐related	  responses	  much	  like	  their	  respective	  differential	  involvement	  in	  other	  “reward-­‐related”	  behaviors	  (e.g.,	  Di	  Chiara,	  2002;	  Pontieri	  et	  al.,	  1995)	  and	  Pavlovian	  approach	  behaviors	  (Day	  et	  al.,	  2006).	  Finally,	  ingestion	  of	  differently-­‐flavored	  beverages	  with	  (CS+)	  or	  without	  (CS-­‐)	  maltose	  dextrin	  in	  healthy	  human	  volunteers	  demonstrated	  “liking”	  responses	  for	  the	  CS+	  solution	  and	  activation	  of	  the	  NAc	  and	  lateral	  hypothalamus	  (de	  Araujo	  et	  al.,	  2013).	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   Amygdala:	  The	  AMY	  is	  another	  site	  long	  been	  implicated	  in	  motivation	  and	  learning	  related	  to	  food	  reward	  (Baxter	  and	  Murray,	  2002;	  Cardinal	  et	  al.,	  2002;	  Gilbert	  et	  al.,	  2003)	  as	  well	  as	  a	  role	  for	  DA	  function	  in	  these	  responses	  (Andrzejewski	  et	  al.,	  2005;	  Hajnal	  &	  Lenard,	  1997;	  Harmer	  &	  Phillips,	  1999;	  Heffner	  et	  al.,	  1980).	  These	  data	  show	  strong	  congruence	  with	  the	  ability	  of	  DA	  D1	  receptor	  antagonists	  administered	  into	  the	  AMY	  to	  reduce	  the	  expression	  of	  the	  orosensory-­‐mediated	  fructose-­‐CFP	  (Bernal	  et	  al.,	  2009)	  and	  eliminate	  the	  acquisition	  of	  postingestive-­‐mediated	  IG	  glucose-­‐CFP	  (Touzani	  et	  al.,	  2009),	  and	  the	  ability	  of	  DA	  D2	  receptor	  antagonists	  administered	  into	  the	  AMY	  to	  eliminate	  the	  acquisition	  of	  the	  orosensory-­‐mediated	  fructose-­‐CFP	  (Malkusz	  et	  al.,	  2012).	  Such	  data	  would	  then	  predict	  that	  glucose	  and	  fructose	  should	  increase	  AMY	  c-­‐fos.	  	   Sucrose	  and	  glucose	  intake	  consumed	  under	  real-­‐feeding	  conditions,	  sham-­‐feeding	  conditions	  and	  IG	  infusions	  significantly	  increased	  FLI	  in	  the	  central	  and	  basolateral	  nuclei	  of	  the	  AMY	  (Mungarndee	  et	  al.,	  2008;	  Norgren,	  et	  al.,	  2006;	  Otsubo,	  et	  al.,	  2011;	  Yamamoto,	  et	  al.,	  1997;	  Zhao,	  et	  al.,	  2011).	  Sugar-­‐sensitive	  changes	  using	  other	  paradigms	  also	  elicited	  strong	  increases	  in	  AMY	  FLI	  (Hamlin	  et	  al.,	  2006;	  Kerfoot	  et	  al.,	  2007;	  Pecoraro	  and	  Dallman,	  2005).	  	  The	  present	  findings	  confirmed	  and	  extended	  these	  findings	  by	  showing	  that	  both	  glucose	  and	  fructose	  consumption	  markedly	  increased	  FLI	  in	  the	  AMY	  relative	  to	  both	  consumption	  of	  water	  and	  saccharin.	  Further,	  corn	  oil	  consumption	  also	  markedly	  increased	  FLI	  in	  the	  AMY	  relative	  to	  both	  consumption	  of	  water	  and	  its	  xanthan	  gum	  suspension	  control.	  Indeed,	  of	  the	  six	  sites	  simultaneously	  examined,	  the	  AMY	  and	  dorsal	  striatum	  were	  the	  only	  sites	  sensitive	  to	  FLI-­‐induced	  increases	  following	  all	  three	  palatable	  solutions.	  Indeed,	  a	  strong	  positive	  correlation	  was	  observed	  (r	  =0.894)	  between	  the	  AMY	  and	  dorsal	  striatum	  in	  animals	  exposed	  to	  glucose.	  A	  modest	  positive	  correlation	  (r	  =0.501)	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was	  observed	  between	  the	  AMY	  and	  dorsal	  striatum	  in	  animals	  exposed	  to	  fructose.	  In	  contrast,	  a	  relatively	  weak	  positive	  correlation	  was	  observed	  (r	  =0.358)	  was	  observed	  between	  the	  AMY	  and	  dorsal	  striatum	  in	  animals	  exposed	  to	  corn	  oil.	  	   Medial	  prefrontal	  cortex:	  The	  mPFC	  is	  a	  third	  forebrain	  site	  implicated	  in	  motivation	  and	  learning	  related	  to	  food	  reward	  (Kelley,	  2004;	  Ishikawa	  et	  al.,	  2008).as	  well	  as	  a	  role	  for	  DA	  function	  in	  these	  responses	  (Baldwin	  et	  al.,	  2002;	  Bassareo	  et	  al.,	  2002;	  Hernandez	  &	  Hoebel,	  1990;	  Izaki	  et	  al.,	  1998).	  Repeated	  addition	  of	  sucrose	  to	  scheduled	  chow	  access	  significantly	  increased	  mPFC	  FLI	  (Mitra	  et	  al.,	  2011).	  These	  data	  show	  strong	  congruence	  with	  the	  ability	  of	  DA	  D1	  and	  D2	  receptor	  antagonists	  administered	  into	  the	  mPFC	  to	  eliminate	  the	  acquisition	  of	  the	  orosensory-­‐mediated	  fructose-­‐CFP	  (Malkusz	  et	  al.,	  2012)	  and	  the	  ability	  of	  DA	  D1	  receptor	  antagonists	  to	  eliminate	  the	  acquisition	  of	  postingestive-­‐mediated	  IG	  glucose-­‐CFP	  (Touzani	  et	  al.,	  2010).	  Such	  data	  would	  then	  predict	  that	  glucose	  and	  fructose	  should	  increase	  mPFC	  c-­‐fos.	  Yet,	  our	  paradigm	  demonstrated	  that	  whereas	  corn	  oil	  consumption	  markedly	  increased	  mPFC	  FLI	  relative	  to	  both	  consumption	  of	  water	  and	  its	  xanthan	  gum	  suspension	  control,	  the	  increases	  in	  mPFC	  FLI	  following	  glucose	  or	  fructose	  failed	  to	  significantly	  differ	  from	  their	  controls.	  Positive	  correlations	  were	  observed	  between	  the	  mPFC	  and	  other	  corn-­‐oil	  sensitive	  sites	  including	  the	  NAc	  core	  (r=	  0.670)	  and	  the	  dorsal	  striatum	  (r=	  0.490),	  but	  not	  other	  corn-­‐oil	  sensitive	  sites	  including	  the	  AMY	  (r=	  -­‐0.346)	  or	  the	  VTA	  (r=	  0.283).	  	   Ventral	  tegmental	  area	  and	  Dorsal	  striatum:	  Unlike	  the	  NAc,	  AMY	  and	  mPFC,	  the	  VTA	  has	  not	  been	  studied	  as	  extensively	  for	  sugar-­‐	  and	  fat-­‐reward	  related	  processes	  and	  DA	  release.	  In	  the	  VTA,	  optogenetic	  induction	  of	  phasic,	  but	  not	  tonic	  VTA	  DA	  neurons	  in	  a	  subthreshold	  social	  defeat	  paradigm	  decreased	  sucrose	  preference	  (Chaudhury	  et	  al.,	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2013).	  Mice	  exposed	  to	  sucrose,	  and	  then	  made	  abstinent	  demonstrate	  increased	  c-­‐Fos	  activation	  in	  the	  VTA	  upon	  relapse	  (Madsen	  et	  al.,	  2012),	  this	  shows	  activation	  of	  learning.	  Mice	  preferred	  optogenetic	  stimulation	  of	  VTA	  DA	  neurons	  for	  sucralose,	  but	  not	  sucrose	  (Domingos	  et	  al.,	  2011).	  VTA	  insulin	  reduced	  sweetened	  high-­‐fat	  food	  intake	  (Mebel	  et	  al.,	  2012).	  POMC	  overexpression	  in	  the	  VTA	  decreased	  weight	  gain	  in	  rats	  fed	  a	  high-­‐fat	  diet	  (Andino	  et	  al.,	  2011),	  and	  ventricular	  agouti-­‐related	  peptide	  increased	  neuronal	  activation	  of	  VTA	  DA	  neurons	  (Davis	  et	  al.,	  2011).	  	  Offspring	  of	  dams	  fed	  a	  high-­‐fat	  diet	  displayed	  reductions	  in	  VTA	  DA	  D2	  receptor	  mRNA	  levels	  (Naef	  et	  al.,	  2011),	  whereas	  mice	  with	  overexpression	  of	  Delta-­‐FosB	  and	  fed	  a	  high-­‐fat	  diet	  show	  stabilization	  of	  VTA	  circuitry	  (Teegarden	  et	  al.,	  2008).	  Finally,	  human	  volunteers	  who	  consume	  saccharin-­‐based	  soft	  drinks	  display	  greater	  activation	  to	  sweet	  taste	  in	  the	  VTA	  (Green	  &	  Murphy,	  2012).	  Despite	  the	  ability	  of	  sugars	  and	  fats	  to	  activate	  VTA	  DA	  neurons,	  the	  present	  study	  demonstrated	  that	  intake	  of	  corn	  oil	  selectively	  activated	  FLI	  in	  the	  VTA,	  and	  only	  did	  so	  in	  cells	  that	  were	  double-­‐labeled	  with	  TH,	  confirming	  that	  the	  activation	  occurred	  in	  DA-­‐containing	  cells.	  Indeed,	  most	  (86%)	  of	  the	  TH-­‐positive	  cells	  in	  the	  sample	  were	  activated	  by	  the	  corn	  oil.	  Positive	  correlations	  in	  the	  ability	  of	  corn	  oil	  to	  increase	  FLI	  were	  observed	  between	  the	  VTA	  and	  the	  dorsal	  striatum	  (r=	  0.723)	  and	  the	  NAc	  core	  (r=	  0.481)	  respectively,	  but	  not	  the	  AMY	  or	  mPFC.	  In	  contrast,	  neither	  glucose	  nor	  fructose	  activated	  VTA	  FLI	  more	  than	  either	  water	  or	  saccharin,	  with	  activation	  noted	  in	  respectively	  78%	  and	  77%	  of	  the	  TH-­‐positive	  cells.	  The	  respective	  ability	  of	  corn	  oil	  and	  inability	  of	  sugars	  to	  induce	  VTA	  FLI	  was	  not	  due	  to	  nutrient	  load	  as	  all	  of	  these	  solutions	  were	  isocaloric.	  The	  vast	  differences	  between	  the	  activation	  of	  CO	  compared	  to	  glu	  and	  fru	  may	  also	  be	  that	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there	  is	  complete	  novelty	  of	  CO,	  while	  the	  glu	  and	  the	  fru	  were	  pre-­‐trained	  with	  saccharin.	  These	  rats	  were	  already	  pre-­‐exposed	  to	  sugars.	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   Only	  a	  couple	  of	  studies	  have	  examined	  food	  consumption	  and	  dorsal	  striatal	  responses.	  Thus,	  whereas	  mu-­‐opioid	  receptor	  stimulation	  of	  the	  ventral	  striatum	  (NAc)	  markedly	  enhanced	  intake	  of	  a	  high-­‐fat	  food,	  this	  response	  was	  far	  more	  muted	  following	  injections	  into	  the	  dorsal	  striatum	  (Zhang	  &	  Kelley,	  2000).	  In	  human	  volunteers,	  post-­‐breakfast	  fullness	  was	  positively	  correlated	  with	  activation	  in	  the	  dorsal	  striatum	  (Mehta	  et	  al.,	  2012).	  This	  makes	  the	  present	  results	  all	  the	  more	  novel	  as	  both	  glucose	  and	  glucose	  each	  significantly	  activated	  FLI	  relative	  to	  saccharin	  consumption,	  and	  corn	  oil	  significantly	  activated	  FLI	  relative	  to	  water	  and	  the	  xanthan	  gum	  control.	  Positive	  relationships	  were	  observed	  for	  FLI	  between	  the	  dorsal	  striatum	  and	  NAc	  core	  (r=	  0.937),	  AMY	  (r=	  0.893),	  VTA	  (r=	  0.717)	  and	  mPFC	  (r=	  0.542)	  in	  animals	  consuming	  glucose.	  Interestingly,	  no	  meaningful	  relationships	  in	  FLI	  were	  observed	  between	  the	  dorsal	  striatum	  and	  the	  other	  sites	  in	  animals	  consuming	  fructose.	  However,	  positive	  relationships	  were	  observed	  for	  FLI	  between	  the	  dorsal	  striatum	  and	  VTA	  (r=	  0.723)	  and	  mpFC	  (r=	  0.490)	  in	  animals	  consuming	  corn	  oil.	  Therefore,	  one	  might	  suspect	  that	  the	  different	  origins	  and	  projections	  of	  the	  nigro-­‐striatal	  (SN	  to	  dorsal	  striatum)	  and	  the	  meso-­‐cortico-­‐limbic	  (VTA	  to	  AMY,	  NAc	  and	  mPFC)	  DA	  systems	  might	  be	  tightly	  related.	  Unfortunately,	  due	  to	  technical	  difficulties,	  we	  could	  not	  ascertain	  complete	  SN	  counts	  of	  TH-­‐positive	  cells	  in	  these	  conditions.	  Based	  on	  these	  very	  strong	  activations	  by	  both	  sugars	  and	  corn	  oil,	  it	  would	  be	  interesting	  to	  investigate	  whether	  dorsal	  striatal	  microinjections	  of	  DA	  D1	  or	  D2	  receptor	  antagonists	  would	  alter	  sugar	  and	  fat	  intake	  per	  se	  and/or	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  sugar-­‐	  and	  fat-­‐CFP.	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   Summary:	  Although	  a	  number	  of	  studies	  have	  demonstrated	  that	  consumption	  of	  sugars	  and	  fats	  activate	  FLI	  in	  the	  meso-­‐corticolimbic	  and	  nigro-­‐striatal	  systems,	  the	  present	  study	  had	  the	  advantage	  of	  examining	  an	  origin	  of	  DA	  (VTA)	  and	  five	  different	  projection	  zones	  of	  DA	  (AMY,	  CPu,	  mPFC,	  NAc	  core	  and	  NAc	  shell)	  simultaneously	  for	  FLI	  following	  corn	  oil,	  fructose,	  glucose,	  and	  three	  controls	  (water,	  saccharin	  and	  xanthan	  gum).	  The	  major	  finding	  was	  that	  corn	  oil	  in	  solutions	  isocaloric	  to	  glucose	  and	  fructose,	  elicited	  significant	  increases	  in	  FLI	  in	  all	  of	  these	  sites	  except	  for	  the	  NAc	  shell.	  Glucose,	  which	  also	  conditions	  preferences	  through	  orosensory	  and	  post-­‐ingestive	  actions,	  elicited	  significant	  increases	  in	  FLI	  in	  the	  AMY,	  CPu	  and	  NAc	  core,	  but	  not	  the	  mPFC,	  VTA	  or	  NAc	  shell.	  Correspondingly,	  fructose,	  which	  only	  conditions	  preferences	  through	  orosensory	  actions	  in	  short-­‐term	  tests,	  elicited	  significant	  increases	  in	  FLI	  in	  the	  AMY	  and	  CPu,	  but	  not	  the	  mPFC,	  VTA	  or	  NAc	  core	  or	  shell.	  Saccharin	  which	  elicited	  considerable	  intake	  through	  purely	  orosensory	  mechanisms,	  failed	  to	  significantly	  alter	  FLI	  in	  any	  of	  the	  sampled	  sites,	  this	  lack	  of	  effect	  may	  be	  due	  to	  novelty.	  Interestingly,	  the	  NAc	  shell	  which	  has	  been	  implicated	  in	  reward-­‐related	  food	  learning	  and	  which	  releases	  DA	  to	  sweet	  and	  fat	  stimuli,	  failed	  to	  display	  any	  significant	  changes	  in	  FLI	  under	  any	  of	  the	  conditions.	  In	  those	  situations	  in	  which	  significant	  FLI	  was	  observed,	  there	  were	  many	  instances	  of	  highly	  positive	  relationships	  across	  sites,	  supporting	  the	  idea	  of	  activation	  of	  a	  distributed	  brain	  network	  mediating	  sugar	  and	  fat	  intake.	  Whereas	  we	  study	  conditioning	  processes,	  the	  present	  study	  cannot	  speak	  directly	  to	  these	  processes	  because	  we	  only	  examined	  acute	  exposure	  to	  the	  fat	  and	  sugar	  stimuli.	  Further	  studies	  need	  to	  be	  designed	  and	  conducted	  in	  order	  to	  address	  this	  relationship	  further.	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Chapter	  7:	  General	  Discussion	  
	  The	  final	  chapter	  will	  review	  the	  effects	  of	  DA	  D1	  and	  D2,	  NMDA	  and	  opioid	  antagonism	  during	  acquisition	  and	  expression	  of	  CO-­‐CFP	  or	  glucose-­‐CFP,	  in	  relation	  to	  the	  hypotheses	  posted	  for	  Specific	  Aims	  1,	  2	  and	  3.	  Specific	  aim	  4	  will	  review	  the	  effects	  of	  novel	  intake	  of	  fats	  and	  sugars	  on	  the	  mesotelecephalic	  DA	  pathway	  as	  well	  as	  the	  dorsal	  striatum	  via	  c-­‐fos	  activation.	  Lastly,	  there	  will	  be	  a	  general	  discussion	  of	  the	  following	  topics:	  A)	  Glutamatergic	  NMDA	  modulation	  in	  feeding	  and	  modulation	  of	  f/f	  and	  f/n	  CFP,	  B)	  Dopaminergic	  modulation	  of	  f/f	  and	  f/n	  CFP,	  C)	  The	  role	  on	  the	  certain	  DA	  areas	  of	  the	  brain	  in	  ingestion	  of	  sugars	  and	  fats,	  D)	  Future	  directions	  on	  proposed	  research	  and	  E)	  Implications	  of	  animal	  based	  CFP	  and	  immunohistochemical	  investigations	  for	  human	  ingestion	  behaviors.	  	  	   IA.	  DA	  D1	  and	  D2,	  NMDA	  and	  opioid	  antagonism	  in	  the	  expression	  and	  
acquisition	  of	  CO-­‐CFP	  (Specific	  Aims	  1	  and	  2).	  	  
	   Overconsumption	  of	  food	  is	  partly	  based	  on	  the	  learned	  preferences	  for	  specific	  types	  of	  food,	  especially	  those	  that	  contain	  sugars	  and	  fats.	  Fat-­‐rich	  and	  sugar-­‐rich	  foods	  are	  highly	  attractive	  and	  are	  capable	  of	  eliciting	  CFP’s	  in	  animal	  models.	  Fats	  and	  sugars	  are	  highly	  palatable	  and	  lead	  to	  positive	  effects	  in	  the	  gut;	  these	  later	  contribute	  to	  overeating	  and	  overconsumption.	  Sugars	  have	  been	  extensively	  studied	  in	  both	  flavor-­‐flavor	  (f/f)	  and	  flavor-­‐nutrient	  (f/n)	  conditioning	  (Azzara,	  Bodnar,	  Delamater,	  &	  Sclafani,	  2001;	  Sclafani	  &	  Ackroff,	  1994;	  Touzani,	  Bodnar,	  &	  Sclafani,	  2009;	  Yu,	  Silva,	  Sclafani,	  Delamater,	  &	  Bodnar,	  2000a,	  2000b),	  while	  the	  roles	  of	  fat-­‐condition	  flavored	  preferences	  (CFP)	  in	  f/f	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conditioning	  have	  not	  been	  fully	  explored.	  Because	  both	  fats	  and	  sugars	  contribute	  to	  overeating,	  it	  might	  be	  assumed	  that	  fats	  cause	  similar	  reactions	  to	  specific	  neurotransmitters	  as	  sugars.	  	  The	  study	  of	  Specific	  Aim	  1	  explored	  two	  types	  of	  dopamine	  (DA)	  receptors,	  D1	  and	  D2,	  in	  their	  role	  in	  fat-­‐CFP	  through	  ingestion	  of	  differing	  corn-­‐oil	  solutions	  and	  pairing	  them	  with	  differing	  flavors.	  Previously,	  it	  was	  found	  that	  systemic	  injections	  of	  the	  DA	  D1	  antagonist	  (SCH23390)	  and	  to	  a	  lesser	  degree,	  the	  DA	  D2	  (Raclopride)	  antagonist,	  blocked	  acquisition	  of	  fructose-­‐CFP.	  Meanwhile,	  both	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonists	  significantly	  reduced	  expression	  of	  fructose-­‐CFP	  (Baker,	  Shah,	  Sclafani,	  &	  Bodnar,	  2003)	  for	  f/f	  conditioning,	  while	  the	  DA	  D1,	  but	  not	  DA	  D2,	  blocked	  f/n	  conditioning	  of	  intragastric	  (IG)	  infusions	  of	  sucrose	  (Azzara	  et	  al.,	  2001).	  The	  hypothesis	  of	  this	  study	  	  (Specific	  Aim	  1)	  states	  that	  if	  fats	  act	  like	  the	  f/f	  component	  of	  sugar-­‐CFP,	  the	  systemic	  administration	  of	  DA	  D1	  or	  D2	  antagonists	  will	  significantly	  reduce	  both	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  CO-­‐CFP	  by	  reducing	  the	  CS+	  preference	  of	  the	  flavor	  associated	  with	  the	  3.5%	  CO	  solution	  was	  
partially	  confirmed.	  Meanwhile,	  the	  hypothesis	  stating	  that	  if	  fats	  act	  like	  the	  f/n	  component	  of	  sugar-­‐CFP	  and	  that	  systemic	  administration	  of	  DA	  D1,	  but	  not	  D2,	  antagonists	  will	  significantly	  reduce	  the	  acquisition	  and	  to	  a	  lesser	  degree	  the	  expression	  of	  CO-­‐CFP	  was	  not	  confirmed.	  	  The	  current	  study	  found	  that	  the	  DA	  D1	  antagonists	  produced	  a	  dose-­‐limited	  reduction	  in	  expression	  of	  corn	  oil-­‐CFP	  (both	  f/f	  and	  f/n)	  in	  contrast	  to	  SCH23390-­‐induced	  eliminations	  of	  the	  fructose-­‐CFP	  (f/f	  CFP)	  in	  rats	  (Baker	  et	  al.,	  2003),	  while	  the	  DA	  D2	  antagonist	  only	  blocked	  CS+	  preference	  at	  the	  200	  nmol/kg	  dose	  in	  expression	  of	  corn	  oil-­‐CFP.	  The	  DA	  D1	  antagonist	  failed	  to	  block	  acquisition	  of	  a	  CS+	  preference,	  while	  the	  DA	  D2	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antagonist	  only	  had	  one	  significant	  drug	  acquisition	  effect	  at	  the	  50	  nmol/kg	  dose,	  which	  resulted	  in	  a	  hastening	  of	  extinction	  of	  the	  CS+	  preference.	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonism	  is	  much	  less	  effective	  at	  attenuating	  the	  acquisition	  of	  fat-­‐conditioned	  flavor	  preferences	  as	  compared	  to	  the	  sham-­‐sucrose,	  fructose-­‐	  and	  IG-­‐glucose	  CFP	  studies.	  Overall,	  the	  data	  from	  the	  current	  study	  indicate	  a	  limited	  DA	  D1	  and	  D2	  receptor	  signaling	  involvement	  in	  acquisition	  and	  expression	  of	  a	  fat-­‐CFP	  relative	  to	  previous	  robust	  effects	  for	  sugar-­‐CFP.	  	  While	  DA	  did	  not	  seem	  to	  have	  strong	  effect	  in	  fat-­‐CFP,	  other	  neurotransmitters	  might	  be	  involved.	  Opioids	  have	  been	  linked	  to	  affect	  the	  general	  rewarding	  characteristics	  of	  sugars	  (Arbisi,	  Billington,	  &	  Levine,	  1999;	  Fantino,	  Hosotte,	  &	  Apfelbaum,	  1986),	  but	  the	  opioid	  receptor	  antagonist,	  Naltrexone	  (NTX),	  failed	  to	  alter	  the	  expression	  or	  acquisition	  of	  sugar-­‐CFP.	  NTX	  dose-­‐dependently	  reduced	  fructose	  (CS+)	  and	  saccharin	  (CS-­‐)	  intakes	  when	  injected	  during	  training,	  yet	  NTX	  was	  unable	  to	  reduce	  conditioning	  in	  either	  acquisition	  CFP	  or	  expression	  CFP	  (Baker,	  Li,	  Lee,	  Sclafani,	  &	  Bodnar,	  2004),	  NTX	  also	  failed	  to	  alter	  either	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  CFP	  elicited	  by	  IG	  sucrose	  solutions	  (f/n	  conditioning)	  (Azzara,	  Bodnar,	  Delamater,	  &	  Sclafani,	  2000).	  	  The	  hypothesis	  (Specific	  Aim	  
2)	  stating	  that	  systemic	  administration	  of	  NMDA,	  but	  not	  opioid	  antagonists	  will	  significantly	  reduce	  the	  acquisition,	  but	  not	  expression	  of	  CO-­‐CFP	  was	  confirmed.	  In	  the	  current	  study	  of	  Specific	  Aim	  2,	  NTX	  failed	  to	  block	  acquisition	  of	  corn	  oil-­‐CFP	  and	  only	  moderately	  attenuated	  by	  NTX	  in	  the	  expression	  of	  corn-­‐oil	  CFP.	  It	  can	  be	  concluded	  that	  while	  opioids	  may	  have	  a	  role	  in	  the	  ingestion	  of	  sugars,	  it	  does	  not	  have	  much	  involvement	  in	  the	  learning	  and	  memory	  of	  either	  a	  sugar	  or	  a	  fat.	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Lastly,	  the	  N-­‐methyl-­‐D-­‐aspartate	  (NMDA)	  glutamate	  receptor	  has	  been	  shown	  to	  play	  a	  role	  in	  food-­‐incentive	  learning	  (Kelley,	  2004;	  Ranaldi	  et	  al.,	  2011).	  The	  non-­‐competitive	  NMDA	  antagonist,	  MK-­‐801,	  significantly	  increased	  sucrose	  intake	  in	  moderately	  food-­‐deprived	  animals	  (Covasa,	  Ritter,	  &	  Burns,	  2004;	  Qiang	  et	  al.,	  2000).	  Glutamate	  signaling	  has	  shown	  to	  be	  involved	  in	  sugar-­‐CFP	  as	  well.	  MK-­‐801	  was	  found	  to	  block	  acquisition,	  but	  not	  expression	  of	  fructose-­‐CFP	  (Golden	  &	  Houpt,	  2007).	  The	  other	  study	  in	  Specific	  Aim	  2	  examined	  glutamate	  NMDA	  signaling	  in	  fat-­‐CFP.	  Lower	  doses	  of	  MK-­‐801	  slightly	  reduced	  CS+	  intake	  in	  expression,	  while	  high	  doses	  blocked	  CS+	  intake.	  In	  contrast,	  MK-­‐801	  treatment	  during	  training	  blocked	  acquisition	  of	  corn	  oil-­‐CFP.	  The	  data	  from	  both	  sugar	  and	  fat	  studies	  suggest	  that	  there	  is	  a	  critical	  role	  for	  NMDA	  signaling	  in	  the	  acquisition	  of	  fructose	  (f/f)	  and	  fat	  (f/f	  and	  f/n)	  CFP,	  and	  at	  best	  limited	  involvement	  of	  NMDA	  receptors	  in	  the	  expression	  of	  a	  previously	  learned	  preference.	  	  	  
IB.	  DA	  D1	  and	  D2	  and	  NMDA	  antagonism	  in	  the	  expression	  and	  acquisition	  of	  
glucose-­‐CFP	  (Specific	  Aim	  3).	  In	  the	  previous	  specific	  aims,	  it	  was	  concluded	  that	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonists	  produced	  muted	  effects	  in	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  CO-­‐CFP,	  while	  the	  opioid	  antagonist	  failed	  to	  alter	  any	  type	  of	  CO-­‐CFP.	  This	  is	  the	  first	  time	  a	  solution	  of	  f/f	  and	  f/n	  was	  combined	  when	  studying	  CFP.	  Glucose	  is	  a	  sugar	  that	  is	  also	  assumed	  to	  have	  both	  f/f	  and	  f/n	  properties	  (Touzani,	  Bodnar	  &	  Sclafani,	  2013;	  Sclafani	  and	  Ackroff,	  1994;	  Sclafani,	  et	  al.,	  1993,	  1994,	  1999).	  The	  hypothesis	  (Specific	  Aim	  3)	  states	  that	  if	  glucose	  acts	  like	  the	  f/f	  component	  of	  sugar-­‐CFP,	  that	  systemic	  administration	  of	  DA	  D1	  or	  D2	  antagonists	  will	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significantly	  reduce	  both	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  glucose-­‐CFP	  by	  reducing	  the	  CS+	  preference	  of	  the	  flavor	  associated	  with	  the	  3.5%	  CO	  solution	  was	  partially	  confirmed.	  Meanwhile,	  the	  hypothesis	  stating	  that	  glucose	  acts	  like	  the	  f/n	  component	  of	  sugar-­‐CFP	  and	  that	  systemic	  administration	  of	  DA	  D1,	  but	  not	  D2,	  antagonists	  will	  significantly	  reduce	  the	  acquisition	  and	  to	  a	  lesser	  degree	  the	  expression	  of	  glucose-­‐CFP	  was	  not	  confirmed.	  In	  addition,	  the	  hypothesis	  stating	  that	  NMDA	  should	  reduce	  acquisition,	  but	  not	  expression	  of	  glucose-­‐CFP	  was	  confirmed.	  In	  previous	  DA	  expression	  f/f	  studies,	  it	  was	  found	  that	  oral	  sucrose-­‐CFP	  in	  sham	  feeding	  rats	  was	  significantly	  reduced	  by	  SCH23390	  (D1	  antagonist)	  and	  raclopride	  (D2	  antagonist)	  (Yu,	  et	  al.,	  2000a;	  2000b).	  In	  real-­‐feeding	  studies,	  SCH23390	  and	  raclopride	  eliminated	  the	  expression	  of	  fructose-­‐CFP,	  (Baker,	  et	  al.,	  2003).	  In	  f/n	  studies,	  the	  expression	  of	  IG	  sucrose-­‐CFP	  was	  only	  slightly	  affected	  by	  from	  SCH23390,	  while	  DA	  D2	  studies	  found	  that	  the	  expression	  of	  IG	  sucrose-­‐CFP	  was	  not	  influenced	  by	  systemic	  raclopride	  (Azzara,	  et	  al.,	  2001).	  The	  current	  study	  found	  that	  expression	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  was	  significantly	  reduced,	  but	  not	  to	  the	  degree	  that	  was	  found	  in	  the	  f/f	  DA	  D1	  expression	  studies	  while	  the	  expression	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  was	  marginally,	  but	  significantly	  reduced	  by	  raclopride.	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonist	  effects	  upon	  expression	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  mimic	  its	  effects	  upon	  the	  expression	  of	  f/n-­‐mediated	  IG	  glucose-­‐CFP,	  and	  indicated	  that	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonist	  effects	  upon	  f/f	  CFP	  processes	  are	  more	  profound.	  	  Previous	  DA	  f/f	  acquisition	  studies	  found	  that	  systemic	  administration	  of	  SCH23390	  and	  raclopride	  significantly	  reduced	  acquisition	  of	  sucrose-­‐CFP	  in	  sham	  feeding	  rats	  (Yu,	  et	  al.,	  2000b)	  and	  eliminated	  acquisition	  in	  fructose-­‐CFP	  in	  real-­‐feeding	  rats	  (Baker,	  et	  al.,	  2003).	  In	  DA	  f/n	  studies,	  systemic	  administration	  of	  SCH23390,	  but	  not	  raclopride,	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eliminated	  acquisition	  of	  sucrose-­‐CFP	  (Azzara,	  et	  al.,	  2001).	  The	  present	  study	  showed	  that	  systemic	  SCH23390	  and	  raclopride	  failed	  to	  affect	  the	  acquisition	  of	  glucose-­‐CFP.	  From	  these	  results,	  it	  is	  assumed	  that	  the	  combination	  of	  orosensory	  and	  post-­‐ingestive	  processes	  in	  the	  acquisition	  of	  oral	  glucose-­‐CFP	  mediated	  by	  either	  DA	  D1	  or	  D2	  antagonists	  mute	  the	  effects	  of	  shown	  previously	  by	  only	  f/f	  CFP.	  Acquisition	  and	  expression	  of	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonists	  in	  glucose-­‐CFP	  parallel	  the	  limited	  ability	  of	  systemic	  SCH23390	  and	  raclopride	  to	  affect	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  CO-­‐CFP	  (Dela	  Cruz,	  et	  al.,	  2012a).	  	  Previous	  NMDA	  expression	  studies	  demonstrated	  that	  the	  NMDA	  antagonist	  failed	  to	  affect	  the	  expression	  of	  fructose-­‐CFP	  in	  f/f	  studies	  (Golden	  &	  Houpt,	  2007)	  as	  well	  as	  the	  expression	  of	  IG	  glucose-­‐CFP	  in	  f/n	  studies	  (Touzani,	  et	  al.,	  2013).	  The	  current	  study	  demonstrated	  that	  the	  oral	  glucose-­‐CFP	  was	  marginally,	  but	  significantly	  reduced	  by	  systemic	  MK-­‐801	  only	  at	  the	  highest	  dose.	  On	  the	  other	  hand,	  previous	  NMDA	  acquisition	  studies	  showed	  that	  an	  NMDA	  antagonist	  was	  able	  to	  eliminate	  the	  acquisition	  of	  fructose-­‐CFP	  (Golden	  &	  Houpt,	  2007)	  in	  f/f	  studies,	  and	  was	  able	  to	  eliminate	  acquisition	  of	  IG	  glucose-­‐CFP	  in	  f/n	  studies	  (Touzani,	  et	  al.,	  2013).	  Unfortunately,	  this	  was	  not	  the	  case	  in	  the	  current	  study.	  The	  effects	  of	  the	  NMDA	  antagonist	  on	  acquisition	  of	  glucose-­‐CFP	  were	  muted,	  also	  presumably	  from	  a	  combination	  of	  orosensory	  and	  post-­‐ingestive	  processes.	  Both	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  NMDA	  antagonist	  parallel	  the	  ability	  of	  systemic	  MK-­‐801	  to	  reduce	  the	  acquisition	  of	  CO-­‐CFP	  (Dela	  Cruz,	  et	  al.,	  2012b).	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IC.	  c-­‐Fos	  induction	  of	  DA	  pathways	  following	  ingestions	  of	  sugars	  and	  fats	  
(Specific	  Aim	  4).	  	  Many	  of	  the	  learned	  associations	  to	  flavor	  cues	  are	  thought	  to	  stem	  from	  the	  connection	  of	  the	  hedonic	  taste,	  the	  palatability	  of	  the	  nutrients,	  and	  the	  “reward”	  associated	  with	  dopamine	  (DA)	  release	  in	  the	  brain	  particularly	  from	  the	  Ventral	  Tegmental	  Area	  (VTA)	  to	  its	  major	  mesotelencephalic	  projection	  sites	  including	  the	  nucleus	  accumbens	  (NAc),	  amygdala	  (AMY)	  and	  medial	  prefrontal	  cortex	  (mPFC),	  as	  well	  as	  from	  the	  Substantia	  Nigra	  Pars	  Compacta	  (SNpc)	  to	  the	  striatum	  (Caudate	  and	  Putamen:	  CPu).	  	  The	  systemic	  and	  central	  pharmacological	  analyses	  of	  mediators	  of	  sugar	  and	  fat	  intake	  as	  well	  as	  preferences	  conditioned	  by	  these	  nutrients	  can	  provide	  important	  information	  about	  underlying	  substrates.	  Further,	  the	  increased	  release	  of	  endogenous	  neurochemical	  mediators	  (particularly	  DA)	  in	  similar	  brain	  sites	  (e.g.,	  NAc,	  AMY,	  mPFC)	  following	  sugar	  and	  fat	  intake	  can	  provide	  further	  insight	  into	  these	  processes.	  One	  remaining	  area	  of	  inquiry	  concerns	  the	  spatial	  resolution	  of	  activation	  within	  these	  sites	  in	  response	  to	  fat	  and	  sugar	  nutrients.	  c-­‐Fos	  is	  an	  indirect	  marker	  of	  neuronal	  activity.	  This	  protoonco-­‐gene	  is	  often	  expressed	  when	  neurons	  fire	  action	  potentials	  (Dragunow	  &	  Faull,	  1989;	  VanElzakker,	  Fevurly,	  Breindel,	  &	  Spencer,	  2008).	  	  The	  hypothesis	  (Specific	  Aim	  4)	  states	  that	  the	  solutions	  that	  are	  effective	  in	  the	  brain	  through	  combined	  orosensory	  and	  post-­‐ingestive	  avenues	  (glucose	  and	  corn-­‐oil)	  will	  have	  the	  greatest	  c-­‐fos	  activation	  in	  all	  DA-­‐related	  areas;	  whereas	  fructose,	  effective	  through	  orosensory	  (flavor-­‐flavor)	  consequences,	  will	  produce	  activation	  greater	  than	  the	  control	  (water)	  and	  saccharin,	  but	  less	  activation	  than	  either	  glucose	  or	  corn-­‐oil	  was	  partially	  confirmed.	  While	  it	  was	  partially	  confirmed,	  we	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cannot	  directly	  compare	  fructose	  and	  glucose	  versus	  CO	  because	  of	  the	  differences	  in	  novelty	  exposures.	  The	  study	  of	  Specific	  Aim	  4	  explored	  the	  differing	  projection	  sites	  as	  well	  as	  the	  VTA	  to	  examine	  if	  ingestion	  of	  a	  fat	  or	  sugar	  produces	  greater	  activation	  than	  the	  controls.	  Ingestion	  of	  CO	  (via	  f/f	  and	  f/n	  processes)	  activated	  DA-­‐labeled	  cells	  in	  the	  VTA	  as	  well	  as	  DA-­‐projection	  fields	  in	  the	  AMY,	  NAc	  core,	  dorsal	  CPu,	  and	  mPFC.	  The	  NAc	  shell	  failed	  to	  display	  activation.	  Glucose	  (which	  conditions	  f/f	  and	  f/n	  processes),	  significantly	  increased	  c-­‐fos	  activation	  in	  the	  AMY,	  NAc	  core,	  and	  CPu.	  However,	  ingestion	  of	  glucose	  failed	  to	  increase	  c-­‐fos	  activation	  in	  the	  VTA,	  NAc	  shell	  or	  mPFC.	  Ingestion	  of	  fructose	  (via	  only	  f/f	  processes),	  significantly	  activated	  cells	  in	  the	  AMY	  and	  dorsal	  striatum,	  and	  to	  a	  lesser	  degree,	  the	  NAc	  core,	  while	  failing	  to	  display	  activation	  in	  the	  VTA,	  mPFC	  and	  NAc	  shell.	  Lastly,	  ingestion	  of	  saccharin	  and	  xanthan	  gum	  suspension	  failed	  to	  activate	  in	  any	  site	  relative	  to	  water	  intake.	  Saccharin	  did	  elicit	  considerable	  amount	  of	  intake	  through	  purely	  orosensory	  mechanisms,	  but	  does	  not	  have	  any	  nutritional	  value.	  The	  connection	  of	  taste	  to	  nutrition	  is	  likely	  to	  activate	  the	  DA	  reward	  pathways	  in	  a	  greater	  manner.	  Previous	  studies	  have	  found	  that	  while	  sucrose	  pellets	  evoke	  dopamine	  release,	  this	  dopamine	  release	  is	  attenuated	  when	  the	  sweet,	  but	  calorie-­‐free	  saccharin	  is	  used	  instead.	  (Beeler,	  et	  al.,	  2012;	  McCutcheon,	  et	  al.,	  2012).	  	  From	  current	  study,	  it	  can	  be	  concluded	  that	  different	  solutions	  activate	  different	  areas	  of	  the	  brain	  in	  varying	  ways.	  In	  those	  situations	  in	  which	  significant	  activation	  was	  observed,	  there	  were	  many	  instances	  of	  highly	  positive	  relationships	  across	  sites,	  supporting	  the	  idea	  of	  activation	  of	  a	  distributed	  brain	  network	  mediating	  sugar	  and	  fat	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intake.	  Interestingly,	  both	  corn-­‐oil	  and	  glucose	  was	  found	  to	  have	  f/f	  and	  f/n	  processes,	  but	  affected	  the	  mesotelencephalic	  and	  nigrostriatal	  pathways	  in	  differing	  manners.	  	  	  
IIA.	  Glutamatergic	  NMDA	  modulation	  in	  feeding	  and	  modulation	  of	  f/f	  and	  f/n	  
CFP	   The	  role	  of	  NMDA	  receptors	  in	  neural	  plasticity	  underlying	  learning	  and	  memory	  is	  well	  known	  (Riedel,	  Platt	  &	  Micheau,	  2003)	  and	  these	  receptors	  have	  also	  been	  identified	  as	  a	  participant	  in	  olfactory	  and	  taste	  learning	  (Barakai	  &	  Saar,	  2001;	  Jimenez	  &	  Tapia,	  2004).	  In	  addition,	  glutamate	  transmission	  through	  NMDA	  receptors	  has	  been	  found	  to	  be	  implicated	  in	  food-­‐related	  learning.	  When	  AP-­‐5,	  a	  competitive	  NMDA	  antagonist,	  was	  injected	  in	  the	  AMY,	  it	  impaired	  acquisition	  but	  not	  expression	  of	  appetitive	  instrumental	  responses	  (Andrzejewski,	  Sadeghian	  &	  Kelley,	  2004;	  Baldwin,	  et	  al.,	  2000).	  Infusions	  of	  an	  NMDA	  antagonist	  into	  the	  NAc	  core	  were	  shown	  to	  affect	  the	  acquisition	  of	  appetitive	  instrumental	  learning	  of	  a	  pellet	  lever-­‐pressing	  task	  (Kelley,	  Smith-­‐Roe	  &	  Holahan,	  1997;	  Hernandez,	  et	  al.,	  2005).	  Lastly,	  when	  AP-­‐5	  was	  injected	  into	  the	  VTA,	  it	  affected	  the	  operant	  conditioning	  of	  free	  food	  in	  acquisition,	  but	  not	  expression,	  of	  reward-­‐related	  learning	  (Zellner,	  Kest	  &	  Ranaldi,	  2009).	  	  Glutamate	  NMDA	  signaling	  has	  also	  been	  shown	  to	  be	  involved	  in	  sugar-­‐CFP.	  Golden	  and	  Houpt	  (2007)	  studied	  the	  effects	  of	  systemic	  injections	  of	  the	  non-­‐competitive	  glutamate	  NMDA	  antagonist,	  MK-­‐801	  on	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  fructose-­‐	  CFP.	  Glutamate	  NMDA	  receptor	  antagonists	  were	  found	  to	  affect	  acquisition	  of	  fructose-­‐CFP,	  but	  not	  expression	  of	  learning	  suggesting	  that	  NMDA	  receptor	  activation	  for	  f/f	  CFP	  is	  required	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for	  plasticity	  only	  in	  the	  early	  learning	  process.	  In	  f/n	  CFP	  studies	  of	  NMDA	  antagonism,	  AP-­‐5	  administered	  into	  the	  AMY	  blocked	  the	  acquisition,	  but	  not	  expression,	  of	  IG-­‐glucose	  CFP	  (Touzani,	  et	  al.,	  2013).	  This	  dissertation	  explored	  solutions	  that	  modulate	  both	  f/f	  and	  f/n	  processes:	  CO	  and	  glucose.	  Fat-­‐CFP	  and	  glucose-­‐CFP	  studies	  demonstrated	  that	  systemic	  injections	  of	  the	  NMDA	  antagonist,	  MK-­‐801,	  were	  able	  to	  significantly	  reduce	  acquisition,	  but	  not	  expression	  of	  CO-­‐CFP	  and	  glucose-­‐CFP	  (Dela	  Cruz	  et	  al,	  2012b;	  2014a).	  In	  terms	  of	  NMDA	  antagonism,	  both	  CO	  and	  glucose,	  which	  has	  f/f	  and	  f/n	  processes,	  functions	  in	  a	  similar	  manner	  as	  the	  previous	  isolated	  f/f	  and	  f/n	  studies	  in	  mediating	  the	  acquisition	  of	  sugar-­‐CFP,	  but	  the	  combination	  of	  the	  orosensory	  and	  post-­‐ingestive	  processes	  in	  the	  acquisition	  of	  CO-­‐	  and	  glucose-­‐CFP	  mitigated	  the	  magnitude	  of	  NMDA	  antagonist	  effects.	  MK-­‐801	  blocked	  the	  acquisition	  of	  CO-­‐CFP,	  but	  only	  attenuated	  glucose-­‐CFP.	   It	  has	  been	  proposed	  that	  DA	  interacts	  with	  glutamate	  post-­‐synaptically	  to	  produce	  reward-­‐related	  incentive	  learning	  (Touzani,	  et	  al.,	  2013;	  Beninger,	  1993;	  Wickens,	  1993).	  	  Touzani	  and	  colleagues	  (2013)	  demonstrated	  the	  interaction	  between	  DA	  D1	  and	  glutamate	  transmission	  by	  blocking	  both	  neurotransmitters	  simultaneously	  and	  contralaterally	  in	  the	  AMY	  during	  training	  of	  IG	  glucose-­‐CFP.	  The	  result	  was	  as	  the	  same	  as	  SCH23390	  or	  AP5	  (competitive	  NMDA	  antagonist)	  injected	  alone:	  acquisition	  was	  blocked.	  While	  these	  results	  were	  the	  first	  to	  study	  co-­‐activation	  of	  NMDA	  and	  DA	  in	  the	  AMY	  to	  mediate	  incentive	  learning,	  there	  have	  been	  many	  other	  studies	  connecting	  NMDA	  and	  DA	  D1	  in	  the	  NAc,	  the	  mPFC	  and	  the	  hippocampus	  (Bissiere,	  Humeau	  &	  Luthi,	  2003;	  Huang,	  et	  al.,	  2004;	  Otani,	  et	  al.,	  2003,	  Schotanus	  &	  Chergul,	  2008).	  For	  example,	  studies	  of	  food	  restriction	  and	  reward-­‐directed	  behavior,	  that	  upregulated	  DA	  D1	  receptor	  signaling	  was	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found	  to	  increase	  the	  phosphorylation	  of	  NMDA	  and	  AMPA	  glutamate	  subunits	  in	  the	  NAc	  during	  sucrose-­‐directed	  behavior	  in	  food-­‐restricted	  rats	  (Carr,	  2011).	  	  These	  studies	  and	  the	  studies	  from	  this	  dissertation	  demonstrate	  that	  there	  may	  be	  a	  connection	  between	  glutamate	  and	  dopamine	  in	  reward-­‐incentive	  learning,	  especially	  when	  receiving	  palatable	  food	  as	  a	  reward.	  	  
IIB.	  Dopaminergic	  modulation	  of	  f/f	  and	  f/n	  CFP	  The	  collaboration	  between	  the	  laboratories	  of	  Drs.	  Richard	  Bodnar	  and	  Anthony	  Sclafani	  has	  yielded	  data	  essential	  to	  the	  understanding	  of	  dopaminergic	  f/f	  and	  f/n	  CFP	  modulation.	  	  
a) DA	  D1.	  Systemic	  injections	  of	  the	  DA	  D1	  antagonist,	  SCH23390,	  was	  found	  to	  block	  both	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  f/f	  conditioning,	  either	  through	  sham	  fructose-­‐CFP	  (Yu,	  et	  al.,	  2000a,	  2000b)	  or	  real-­‐feeding	  fructose-­‐CFP	  (Baker,	  et	  al.,	  2003).	  For	  f/n	  CFP,	  systemic	  administration	  of	  SCH23390	  was	  found	  only	  to	  block	  acquisition,	  and	  not	  expression	  in	  IG	  sucrose-­‐CFP	  (Azzara,	  et	  al,	  2001).	  Both	  CO	  and	  glucose	  are	  assumed	  to	  have	  both	  a	  combined	  orosensory	  properties	  (f/f)	  and	  postingestive	  actions	  (f/n)	  that	  condition	  CFP	  (Sclafani,	  1993,	  1999;	  Ackroff	  &	  Sclafani,	  2009).	  Systemic	  injections	  of	  the	  DA	  D1	  antagonist	  in	  both	  CO-­‐	  and	  glucose-­‐CFP	  resulted	  in	  modest	  attenuation	  of	  expression	  and	  failed	  to	  block	  acquisition	  of	  a	  CS+	  stimuli	  (Dela	  Cruz,	  et	  al.,	  2012a,	  2014a).	  	  Combined	  f/f	  and	  f/n	  solutions	  mutes	  the	  magnitude	  of	  DA	  D1	  receptor	  antagonist	  effects	  that	  separate	  f/f	  or	  f/n	  processes	  have	  on	  CFP.	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b) DA	  D2.	  Systemic	  injections	  of	  the	  DA	  D2	  antagonist,	  raclopride,	  was	  found	  to	  block	  both	  the	  acquisition	  and	  expression	  of	  f/f	  conditioning,	  either	  through	  sham	  fructose-­‐CFP	  (Yu,	  et	  al.,	  2000a,	  2000b)	  or	  real-­‐feeding	  fructose-­‐CFP	  (Baker,	  et	  al.,	  2003).	  In	  contrast,	  raclopride	  failed	  to	  block	  the	  acquisition	  or	  expression	  of	  f/n	  CFP	  with	  IG	  sucrose	  (Azzara,	  et	  al.,	  2001).	  In	  a	  similar	  manner	  to	  SCH23390,	  the	  systemic	  injections	  of	  DA	  D2	  antagonist	  raclopride	  in	  both	  CO-­‐	  and	  glucose-­‐CFP	  resulted	  in	  modest	  attenuation	  of	  expression	  and	  failed	  to	  block	  acquisition	  of	  a	  CS+	  stimuli	  (Dela	  Cruz,	  et	  al.,	  2012a,	  2014a).	  	  A	  combined	  f/f	  and	  f/n	  solution	  mutes	  the	  magnitude	  of	  DA	  D2	  receptor	  antagonist	  effect	  that	  the	  separate	  f/f	  process	  has	  on	  CFP.	  	  	  
	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonism	  for	  f/f	  CFP	  are	  critically	  involved	  in	  both	  acquisition	  and	  expression,	  but	  DA	  plays	  a	  more	  limited	  role	  in	  f/n	  conditioning.	  In	  these	  processes,	  DA	  D1,	  but	  not	  D2,	  receptors	  are	  involved	  in	  the	  acquisition,	  but	  not	  the	  expression	  of	  f/n	  CFP.	  All	  these	  CFP	  studies	  demonstrate	  that	  acquisition	  of	  the	  CFP	  is	  affected	  more	  by	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonists	  than	  the	  same	  antagonists	  with	  expression	  of	  a	  CFP.	  This	  somewhat	  supports	  the	  hypothesis	  that	  once	  incentive	  learning	  is	  well	  established,	  its	  expression	  is	  no	  longer	  requires	  DA	  (or	  is	  at	  least	  less	  dependent	  on	  DA)	  in	  the	  memory	  process	  (Ikemono	  &	  Panksepp,	  1999;	  Horvitz,	  et	  al.,	  2007).	  	  Meanwhile,	  combined	  f/f	  and	  f/n	  processes	  mute	  the	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonism	  on	  either	  acquisition	  or	  expression	  of	  CFP.	  	  In	  further	  studies,	  f/n	  site-­‐specific	  studies	  only	  utilized	  DA	  D1	  antagonism,	  while	  both	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonism	  is	  examined	  in	  f/f	  paradigms.	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IIC.	  The	  role	  on	  the	  certain	  DA	  areas	  of	  the	  brain	  during	  ingestion	  of	  sugars	  
and	  fats	  Central	  studies	  on	  the	  NAc,	  AMY	  and	  mPFC	  further	  examined	  the	  differential	  f/f	  and	  f/n	  dopaminergic	  modulation.	  This	  dissertation	  attempts	  to	  facilitate	  the	  exploration	  of	  the	  amount	  of	  DA	  activation	  that	  occurs	  in	  differing	  areas	  associated	  of	  the	  brain	  when	  a	  solution	  is	  ingested	  that	  mediates	  either	  f/f	  processes	  (fructose),	  f/f	  and	  f/n	  processes	  (CO	  or	  glucose).	  Control	  solutions	  that	  do	  not	  mediate	  f/f	  or	  f/n	  processes	  (water,	  xanthan	  gum	  or	  saccharin)	  were	  also	  ingested	  and	  examined.	  
a) The	  Nucleus	  Accumbens.	  When	  testing	  for	  flavor-­‐flavor	  learning	  and	  orosensory	  consequences,	  bilateral	  microinjections	  of	  D1	  DA	  antagonists	  and	  D2	  DA	  antagonists	  into	  the	  NAc	  shell	  attenuated	  the	  expression	  of	  fructose-­‐CFP,	  did	  not	  block	  acquisition,	  but	  hastened	  the	  extinction	  of	  fructose-­‐CFP	  (Bernal,	  et	  al.,	  2008;	  Malkusz	  et	  al.,	  2012).	  Furthermore,	  DA	  D1-­‐like	  receptors	  in	  the	  NAc	  Shell	  and	  core	  were	  found	  to	  be	  greatly	  involved	  in	  the	  f/n	  acquisition,	  but	  less	  so	  in	  the	  f/n	  expression	  of	  IG	  glucose-­‐CFP	  (Touzani,	  Bodnar	  &	  Sclafani,	  2008).	  Previous	  studies	  found	  that	  rats	  trained	  to	  sham-­‐feed	  sucrose	  have	  an	  increase	  of	  c-­‐fos	  relative	  to	  intake	  of	  water	  only	  in	  the	  NAc	  shell,	  but	  not	  the	  NAc	  core	  (Norgren,	  et	  al.,	  2006).	  On	  the	  other	  hand,	  only	  glucose	  administration	  was	  found	  to	  exclusively	  enhance	  c-­‐fos	  induction	  in	  the	  NAc	  core	  compared	  to	  controls	  (Otsubo,	  et	  al.,	  2011).	  This	  dissertation	  found	  that	  after	  novel	  ingestion	  of	  either	  glucose	  or	  CO,	  c-­‐fos	  was	  increased	  in	  the	  NAc	  core,	  but	  not	  in	  the	  shell	  as	  compared	  to	  the	  controls	  (Dela	  Cruz,	  et	  al,	  2014b).	  	  Novel	  ingestion	  of	  fructose	  failed	  to	  significantly	  increase	  the	  c-­‐fos	  levels	  of	  any	  part	  of	  the	  NAc.	  The	  data	  from	  NAc	  CFP	  studies	  and	  the	  current	  c-­‐fos	  study	  suggest	  that	  DA	  modulation	  in	  the	  NAc	  core	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and	  shell	  may	  play	  different	  roles	  related	  to	  the	  conditioning	  of	  solutions,	  much	  like	  their	  respective	  differential	  involvement	  in	  other	  “reward-­‐related”	  behaviors	  (Di	  Chiata,	  2002;	  Pontieri,	  1995)	  and	  Pavlovian	  approach	  behaviors	  (Day,	  2006).	  	  b) The	  Amygdala.	  F/f	  studies	  found	  that	  DA	  D1	  receptor	  antagonists	  administered	  through	  bilateral	  injections	  into	  the	  AMY	  reduced	  expression	  of	  orosensory-­‐mediated	  fructose-­‐CFP	  (Bernal,	  et	  al.,	  2009),	  while	  F/n	  examinations	  of	  the	  AMY	  found	  that	  acquisition	  of	  CS+	  preference	  of	  IG	  glucose-­‐CFP	  was	  blocked	  by	  microinjections	  of	  SCH23390,	  the	  DA	  D1	  antagonist	  (Touzani,	  Bodnar	  &	  Sclafani,	  2009a).	  Basolateral	  amygdala	  (BLA)	  and	  central	  amygdala	  (CeA)	  were	  given	  separate	  injections	  of	  SCH23390,	  which	  produced	  only	  weakened	  CS+	  preferences	  (Touzani,	  Bodnar	  &	  Sclafani,	  2009a),	  suggesting	  a	  role	  for	  both	  amygdalar	  nuclei.	  Lastly,	  DA	  D2	  receptor	  antagonists	  administered	  bilaterally	  into	  the	  AMY	  eliminated	  the	  acquisition	  of	  the	  orosensory-­‐mediated	  fructose-­‐CFP	  (Malkusz,	  et	  al.,	  2012).	  Such	  data	  would	  predict	  that	  glucose	  and	  fructose	  should	  increase	  AMY	  c-­‐fos.	  	  When	  sucrose	  and	  glucose	  were	  ingested	  through	  real-­‐feeding,	  sham	  and	  IG	  conditions,	  significantly	  increased	  c-­‐fos	  levels	  were	  found	  in	  the	  CeA	  and	  BLA	  relative	  to	  the	  control	  ingestion	  solutions	  (Mungarndee,	  et	  al.,	  2008;	  Norgren,	  et	  al.,	  2006;	  Otsubo,	  et	  al.,	  2011;	  Yamamoto,	  et	  al.,	  1997;	  Zhao,	  et	  al.,	  2011).	  In	  the	  current	  study,	  fructose	  and	  glucose	  novel	  ingestion	  were	  found	  to	  increase	  c-­‐fos	  levels	  in	  the	  AMY	  (including	  CeA	  and	  BLA)	  as	  compared	  to	  controls	  (Dela	  Cruz,	  et	  al.,	  2014b).	  In	  addition,	  novel	  CO	  consumption	  also	  increased	  c-­‐fos	  levels	  in	  the	  AMY	  relative	  to	  water	  and	  xanthan	  gum	  controls.	  The	  AMY	  was	  only	  one	  of	  two	  sites	  examined	  that	  displayed	  significantly	  increased	  c-­‐fos	  after	  novel	  intake	  of	  all	  three	  palatable	  solutions.	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c) The	  Medial	  Prefrontal	  Cortex.	  In	  the	  mPFC	  ,	  DA	  D1	  and	  D2	  antagonist	  f/f	  studies	  and	  DA	  D1	  antagonist	  f/n	  studies	  found	  completely	  blocked	  acquisition	  of	  CFP.	  Both	  SCH23390	  and	  raclopride	  failed	  to	  block	  expression	  of	  real-­‐feeding	  orosensory-­‐mediated	  fructose-­‐CFP	  (Malkusz,	  et	  al.,	  2012)	  and	  postingestive-­‐mediated	  IG	  glucose-­‐CFP	  (Touzani,	  et	  al.,	  2010).	  These	  studies	  would	  predict	  that	  glucose	  and	  fructose	  should	  increase	  mPFC	  c-­‐fos.	  While	  novel	  ingestion	  of	  CO	  induced	  significantly	  higher	  levels	  of	  c-­‐fos	  in	  the	  mPFC,	  novel	  ingestion	  of	  either	  glucose	  or	  fructose	  failed	  to	  significantly	  differ	  from	  the	  control	  solutions	  (Dela	  Cruz,	  et	  al.,	  2014b).	  While	  glucose	  and	  CO	  seem	  to	  work	  in	  similar	  manners	  for	  CFP,	  the	  two	  solutions	  induce	  differential	  activation	  in	  certain	  areas	  of	  the	  brain,	  like	  the	  mPFC.	  
d) Ventral	  Tegmental	  Area.	  Unlike	  the	  NAc,	  AMY	  and	  mPFC,	  the	  VTA	  has	  not	  been	  as	  extensively	  examined	  in	  CFP	  processes	  and	  DA	  release.	  On	  the	  other	  hand,	  there	  have	  been	  a	  few	  studies	  exploring	  the	  VTA’s	  role	  in	  food	  reward.	  Schultz	  and	  colleagues	  have	  shown	  that	  the	  VTA	  DA	  neurons	  implicated	  in	  reward	  function	  respond	  not	  only	  to	  food	  reward	  itself	  but,	  as	  a	  result	  of	  experience,	  to	  predictors	  of	  food	  reward	  (Romo	  &	  Schultz,	  1990,	  Ljungberg	  et	  al.,	  1992).	  In	  addition,	  after	  food	  and	  water	  deprivation,	  a	  microdialysis	  study	  showed	  an	  increase	  in	  DA	  levels	  in	  the	  VTA	  in	  response	  to	  feeding	  and	  drinking	  (Yoshida,	  et	  al.,	  1992).	  Lesions	  in	  the	  VTA	  have	  been	  shown	  to	  reduce	  the	  consumption	  of	  a	  preferred	  sucrose	  solution	  (Shimura,	  Yamada	  &	  Yamamoto,	  2002).	  Lastly,	  human	  volunteers	  who	  consumed	  saccharin-­‐based	  soft	  drinks	  displayed	  a	  greater	  amount	  of	  VTA	  activation	  to	  sweet	  taste	  (Green	  &	  Murphy,	  2012).	  In	  the	  study	  of	  the	  current	  thesis,	  the	  double	  labeling	  of	  tyrosine	  hydroxylase	  (TH),	  a	  precursor	  in	  the	  DA	  cascade,	  and	  c-­‐fos	  were	  examined	  in	  the	  VTA	  from	  novel	  ingestions	  of	  fructose,	  glucose	  and	  CO.	  The	  data	  from	  
	   148	  
this	  study	  confirmed	  that	  there	  was	  activation	  in	  the	  DA	  cells.	  Exposure	  to	  CO	  significantly	  increased	  the	  double-­‐labeled	  TH/c-­‐fos	  levels	  in	  the	  VTA,	  while	  novel	  ingestion	  to	  glucose	  and	  fructose	  failed	  to	  alter	  the	  double-­‐labeled	  counts	  relative	  to	  the	  controls.	  This	  difference	  may	  be	  due	  to	  the	  fact	  that	  the	  taste	  of	  a	  fat	  was	  completely	  novel,	  while	  the	  taste	  of	  either	  sugar	  was	  preceded	  by	  the	  sweet	  taste	  of	  saccharin.	  Further	  studies	  need	  to	  be	  conducted	  in	  order	  to	  compare	  CO	  to	  glucose	  and	  sugar.	  
e)	  Dorsal	  striatum.	  Only	  a	  few	  studies	  examined	  the	  relationship	  between	  food	  consumption	  and	  dorsal	  striatal	  (caudate	  and	  putamen:CPu)	  responses.	  For	  example,	  while	  mu-­‐opioid	  receptor	  stimulation	  in	  the	  ventral	  striatum	  (NAc)	  significantly	  enhanced	  intake	  of	  high-­‐fat	  food,	  the	  response	  was	  muted	  when	  the	  same	  mu-­‐opioid	  agonist	  was	  microinjected	  into	  the	  CPu	  (Zhang	  &	  Kelley,	  2000).	  In	  addition,	  in	  human	  volunteers,	  post-­‐breakfast	  fullness	  was	  positively	  correlated	  with	  the	  activation	  of	  the	  CPu	  (Mehta,	  et	  al.,	  2012).	  The	  current	  study	  in	  this	  dissertation	  found	  that	  novel	  intake	  to	  glucose,	  fructose	  and	  CO	  induced	  significantly	  increased	  levels	  of	  c-­‐fos	  relative	  to	  controls.	  The	  CPu	  was	  only	  one	  of	  two	  sites	  examined	  that	  displayed	  significantly	  increased	  c-­‐fos	  after	  novel	  intake	  of	  all	  three	  palatable	  solutions.	  	  	  
IID)	  Future	  directions	  of	  research	  A	  logical	  next	  step	  after	  the	  CFP	  studies	  presented	  in	  this	  thesis	  would	  be	  to	  study	  microinjections	  of	  DA	  D1,	  DA	  D2	  and	  NMDA	  antagonists	  into	  specific	  sites	  of	  the	  brain,	  specifically	  the	  mesotelencephalic	  and	  nigrostriatal	  pathways,	  with	  corn-­‐oil	  CFP,	  as	  well	  as	  glucose-­‐CFP.	  The	  microinjections	  of	  NMDA	  have	  yet	  to	  be	  fully	  explored,	  unlike	  its	  DA	  antagonist	  counterparts.	  The	  DA	  microinjection	  CFP	  studies	  have	  already	  been	  conducted	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with	  sugar-­‐CFP	  (Bernal	  et	  al.,	  2008;	  Bernal	  et	  al.,	  2009;	  Malkusz	  et	  al.,	  2012).	  In	  addition,	  sham	  studies	  and	  IG	  studies	  can	  be	  conducted,	  both	  through	  systemic	  injections	  and	  microinjections	  into	  specific	  brain	  areas,	  to	  separate	  the	  f/f	  and	  f/n	  processes	  of	  CO	  and	  glucose.	  Since	  previous	  studies	  (Bernal	  et	  al.,	  2010)	  and	  current	  studies	  examining	  opioid	  antagonists	  failed	  to	  produce	  sugar-­‐	  and	  fat-­‐CFP,	  further	  investigations	  are	  not	  necessary.	  It	  may	  be	  intriguing	  to	  compare	  the	  DA	  specific	  site	  data	  to	  what	  was	  found	  in	  Specific	  Aim	  4,	  to	  see	  if	  the	  different	  brain	  sites	  correlate	  the	  same	  way,	  especially	  since	  corn-­‐oil	  strongly	  activated	  many	  brain	  sites.	  	  For	  the	  c-­‐fos	  studies,	  it	  would	  be	  interesting	  to	  see	  activation	  in	  the	  brain	  from	  sham	  studies	  and	  intragastric	  infusion	  studies.	  The	  sham	  studies	  would	  examine	  activation	  only	  orosensory	  processes	  (f/f	  studies),	  as	  it	  was	  previously	  conducted	  in	  CFP	  studies	  (Yu	  et	  al.,	  2000a,	  2000b),	  while	  the	  intragastric	  infusions	  would	  examine	  only	  post-­‐ingestive	  processes	  (f/n	  studies),	  as	  it	  was	  previously	  conducted	  in	  CFP	  studies	  (Azzara	  et	  al.,	  2000,	  2001).	  Since	  corn-­‐oil	  activated	  the	  brain	  so	  strongly	  in	  so	  many	  areas,	  it	  would	  be	  interesting	  to	  see	  if	  there	  is	  a	  difference	  in	  activation	  between	  the	  f/f	  processes	  and	  the	  f/n	  processes.	  	  Lastly,	  since	  there	  were	  some	  technical	  difficulties	  trying	  to	  examine	  the	  Substantia	  Nigra	  when	  studying	  the	  nigrostratal	  DA	  pathway	  (Dela	  Cruz,	  et	  al.,	  2014b),	  it	  would	  be	  interesting	  to	  double	  stain	  a	  new	  set	  of	  brain	  tissue	  with	  TH	  and	  c-­‐fos	  to	  examine	  the	  different	  activation	  levels	  ,	  especially	  since	  its’	  projection	  site,	  the	  CPu,	  had	  significantly	  increased	  c-­‐fos	  levels	  from	  novel	  ingestion	  of	  all	  three	  examined	  solutions:	  glucose,	  fructose	  and	  CO.	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IIE)	  Implications	  of	  animal	  based	  CFP	  and	  immunohistochemical	  
investigations	  for	  human	  ingestion	  behaviors.	  As	  discussed	  in	  the	  introduction	  and	  background	  sections	  at	  the	  beginning	  of	  this	  dissertation,	  obesity	  is	  an	  epidemic	  that	  is	  currently	  the	  6th	  greatest	  contributing	  factor	  to	  disease	  worldwide	  (Haslam	  &	  James,	  2005;	  Abelson	  &	  Kennedy,	  2004).	  While	  the	  etiology	  is	  complex,	  there	  is	  a	  general	  agreement	  that	  obesity	  occurs	  where	  cheap,	  highly	  palatable,	  energy-­‐dense	  food	  is	  readily	  available	  and	  accessible	  (Dragone,	  2009).	  	  In	  addition,	  the	  body’s	  homeostatic	  system	  appears	  to	  be	  more	  effective	  in	  protecting	  against	  undernutrition	  and	  weight	  loss	  than	  overeating	  and	  weight	  gain	  (Saper	  et	  al.,	  2002;	  Schwartz,	  et	  al.,	  2003;	  Halford,	  et	  al.,	  2004).	  The	  sight,	  smell,	  taste	  and	  texture	  of	  palatable	  foods	  can	  activate	  potent	  reward	  systems	  that	  can	  override	  the	  homeostatic	  energy	  system.	  	  These	  rewards	  gained	  through	  ingestion	  can	  be	  translated	  through	  learning	  of	  preferences.	  Behavioral	  studies	  in	  humans	  and	  animal	  models	  show	  that	  while	  some	  food	  preferences	  are	  innate	  (like	  the	  sweet	  taste	  of	  sugar),	  most	  food	  preferences	  are	  learned	  through	  experience	  (Rozin	  &	  Zellner,	  1985;	  Ruegg,	  Yu	  &	  Bodnar,	  1997).	  	  For	  the	  immunohistochemical	  studies,	  one	  translational	  study	  that	  can	  be	  conducted	  is	  ingestion	  of	  these	  solutions	  in	  human	  subjects	  while	  studying	  activation	  in	  an	  fMRI	  machine.	  The	  problem	  with	  a	  direct	  translation	  of	  this	  animal	  model	  study	  would	  be	  the	  confounding	  issue	  of	  the	  subject’s	  previous	  experience	  with	  ingestion	  of	  fructose,	  glucose	  or	  CO.	  This	  would	  have	  to	  be	  corrected	  for.	  Instead,	  if	  we	  were	  to	  do	  a	  repeated	  intake	  of	  glucose,	  fructose	  or	  CO	  study	  examining	  rodent	  activation	  through	  c-­‐fos,	  it	  may	  be	  more	  translatable	  with	  humans	  in	  an	  fMRI	  study.	  These	  animal	  model	  studies	  could	  identify	  where	  in	  the	  human	  brains	  researchers	  should	  focus	  on	  when	  sugars	  and	  fats	  are	  ingested.	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While	  animal	  models	  might	  not	  yet	  be	  directly	  translatable	  to	  human	  studies,	  the	  studies	  from	  this	  dissertation	  may	  help	  our	  understanding	  of	  the	  central	  neurotransmitter	  systems,	  brain	  circuitry	  as	  well	  as	  cortical	  and	  subcortical	  activation	  of	  food	  preference	  learning,	  particularly	  solutions	  that	  use	  combined	  flavor-­‐flavor	  and	  flavor-­‐nutrient	  processes	  to	  induce	  conditioned	  flavor	  preference.	  Our	  comprehension	  of	  the	  basic	  mechanisms	  of	  food	  preferences	  in	  animals	  may	  give	  us	  further	  insight	  into	  human	  feeding	  behavior,	  which	  may	  be	  applicable	  to	  clinical	  treatment	  of	  the	  epidemic	  of	  overeating	  and	  obesity.	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